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Resumo: Os residuos agroindustriais sdo produzidos em grandes quantidades a partir do beneficiamento
e industrializagdo de alimentos. O descarte desses residuos no meio ambiente pode resultar em uma série
de transtornos para o ecossistema, devido a sua rica composicdo em matéria orgénica. Diante desse
cenario, o reaproveitamento dos residuos industriais é uma alternativa viavel para a diminuigdo dos
impactos ambientais causados pelo descarte inadequado e atendimento das exigéncias legais referentes a
destinagéo final dos residuos produzidos. Neste contexto, destaca-se a industria cervejeira, cuja produgdo
inclui etapas de processamento e fermentagdo de matéria-prima vegetal, gerando residuos caracterizados
por composi¢cbes que apresentam significativo potencial para aplicagdo em tecnologias de bioprocessos
através de rotas biotecnolégicas sustentaveis. Dentre varios metabdlitos de interesse industrial, a enzima
tanase vem se destacando no cenario nacional devido a sua capacidade de produzir antioxidantes utilizados
na industria quimica, farmacéutica e alimenticia. O trabalho objetiva a otimizagdo do meio de fermentagdo
soélida para produgéo desta enzima utilizando residuos da industria cervejeira. Para isso, os residuos foram
padronizados e submetidos ao processo fermentativo, onde foram estudadas diversas variaveis da rota de
produgdo do composto. Assim, como principal resultado, destaca-se o aumento da atividade enzimatica,
que passou de 0,04 U/mL para 0,19 U/mL apdés os ajustes do agente extrator, umidade do meio
fermentativo, tempo de incubagdo e pH, concentracdo do agente indutor e temperatura e pH do meio
reacional. Portanto, foram estabelecidos os melhores padrées para otimizagdo do processo, reafirmando o
residuo da industria cervejeira como um 6timo substrato para produg¢do de biomoléculas.
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Abstract: Agroindustrial residues are produced in large quantities from food processing and beneficiation.
The disposal of these residues into the environment can result in a number of disruptions in the ecosystem
due to their composition rich in organic matter. In this scenario, the reuse of industrial residues is a viable
alternative for reducing the environmental impacts caused by improper disposal and compliance with legal
requirements regarding the final disposal of the residues produced. In this context, the brewing industry
stands out, whose production includes processing and fermentation stages of vegetable raw material,
generating residues characterized by compositions that have significant potential for application in
bioprocess technologies using sustainable biotechnological routes. Among several metabolites of industrial
interest, the enzyme tannase has been emphasized in the national scenario due to its capacity to produce
antioxidants used in the chemical, pharmaceutical and food industry. The work aims to optimize the solid
fermentation medium for the production of this enzyme using residues from the brewing industry. For that,
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the residues were standardized and submitted to the fermentation process, where several variables of the
compound production route were studied. Thus, as the main result, we highlight the increase in enzymatic
activity, which changed from 0.04 U/mL to 0.19 U/mL after adjusting the extracting agent, moisture in the
fermentation medium, incubation time and pH, concentration of the inducing agent and temperature and pH
of the reaction medium. Therefore, the best standards for process optimization were established, reaffirming
the residue from the brewing industry as a great substrate for biomolecule production.

Keywords: Bioprocesses; solid fermentation; bioprocess optimization; tannase.

1 INTRODUGAO

A industria de alimentos produz diversos residuos com grande potencial de
(re)utilizagcdo e alto valor agregado quando aplicado para o desenvolvimento
biotecnologico. Além de fonte de matéria orgénica, os residuos agroindustriais s&o
amplamente empregados como fonte de proteinas, enzimas e 6leos essenciais. Tendo
em vista a crescente dindmica das politicas ambientais, o desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos a partir de residuos antes descartados, dentre os quais estdo
0s processos enzimaticos, é de grande relevancia no cenario mundial. Deste modo, a
utilizacdo de residuos provenientes da industria cervejeira da Regido do Vale do Paraiba
e Regido Sul do pais busca agregar valor e potencializar a produgdo de enzimas,
visando nao somente a produgdo em escala laboratorial (COELHO et al., 2001;
PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

Sabe-se ainda que devido as caracteristicas de reproducdo e crescimento dos
fungos, estes se adequam a diversos substratos, assim, a utilizacdo de micro-
organismos para a produgédo de enzimas por intermédio da fermentacao sélida surge
como alternativa a utilizagcdo dos residuos da industria de alimentos que antes eram
descartados ou pouco aproveitados. Afermentacao em estado sélido (FES) se refere ao
processo de crescimento de micro-organismos sobre substratos sélidos sem a presenca
de agua livre circulante, de modo que a agua presente no sistema se encontra
complexada com a matriz sélida (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004), esta se
mostra bastante vantajosa para a produc¢ao de enzimas, pois, além de ser um meio de
producao simples, utiliza subprodutos agroindustriais ricos em taninos e acrescidos de
acido tanico (LAGEMAAT; PYLE, 2001; SILVA et al., 2018). Dessa forma, o residuo da
producao artesanal e industrial de cerveja, mercado bastante difundido na regido,
configura-se como um potencial substrato para a producao de tanase, a partir do fungo
Aspergillus niger.

As enzimas sao biocatalisadores, responsaveis por milhares de reacbes
bioquimicas envolvidas nos mais diversos processos bioldgicos, tanto nos seres vivos
quanto industrialmente (KIELING, 2002). Tanino acil hidrolase, conhecida como tanase
(EC 3.1.1.20), é uma enzima extracelular, induzivel, produzida por fungos, bactérias e
leveduras, na presenga de acido tanico. Trata-se de uma enzima que hidrolisa ésteres
e ligagbes laterais de taninos hidrolisaveis obtendo como produto a glicose e o acido
galico. Aplicada na industria de alimentos, sucos, cervejaria, cosméticos, farmacéutica
€ industria quimica; é usada na producdo de acido galico, chas instantaneos, na
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estabilizagdo da cor do vinho, refrigerantes a base de café, processo de tratamento de
couro, detanificacdo de alimentos e para tratamento de efluentes na industria de couros.
Entretanto, apesar de muitas aplicagcdes potenciais da enzima tanase, poucas sao
efetivamente exploradas em virtude, principalmente, do alto custo de producido da
mesma (AGUILAR, C. et al., 1999; BANERJEE; MONDAL; PATI, 2001; BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004; VALERA, 2014).

Visto isso, o presente trabalho busca utilizar os residuos da industria cervejeira na
producdo da enzima tanase por meio de fermentacido em estado sdlido, testando as
melhores condi¢gdes para a produgdo do composto, visando a otimizagdo do processo
biotecnologico.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Residuo da producao de cerveja

Os setores agroindustriais € de alimentos produzem grandes quantidades de
residuos, que podem apresentar elevados problemas de disposi¢ao final e potencial
poluente, além de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de
alto valor. Assim, conceitos de minimizagcdo, recuperagao, aproveitamento de
subprodutos e bioconversao de residuos sao cada vez mais difundidos e necessarios
para as cadeias agroindustriais (ROCHA, 2010; BORGES; SOUZA NETO, 2009).

A industria brasileira de cerveja gera grandes quantidades de residuos sélidos
(bagaco de cevada), resultantes dos processos efetuados. Estima-se que a quantidade
de residuo de cevada produzida anualmente no Brasil seja de aproximadamente dois
milhdes de toneladas, quantidade esta que representa 85% dos subprodutos do
processo. Sua composi¢cao, com elevado teor de proteinas e carboidratos, envolve
principalmente materiais nitrogenados, fibra, lipideos e lignina. A cada 100 litros de
cerveja produzidos sdo gerados cerca de 20 kg de bagacgo, utilizados somente como
ragdo animal (MATHIAS; MELO; SERVULO, 2014).

Nesse aspecto, visando a obtengcdo de produtos de maior valor agregado e a
destinagédo dos residuos gerados para fins mais nobres, os bioprocessos industriais
apresentam-se como potenciais meios para destinacao destes rejeitos (PANDEY et al.,
2001), além de suas possiveis aplicagées em alimentagdo animal e humana. Além disso,
na regidao de Sao José dos Campos estéo localizadas varias cervejarias de pequeno,
médio e grande porte. Destacando-se as cervejarias Ambev (Brahma, Skol, Antartica,
Original, entre outras) e Heineken (Amstel, Proibida, Schin, e outras) localizadas no
municipio de Jacarei.

2.2 Utilizagao de fungos em bioprocessos

Na busca de solugdes alternativas para o problema do descarte dos residuos,
muitas industrias tém optado pelo uso de micro-organismos como agentes redutores de
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matéria organica para eliminagao ou redugao de compostos toxicos. Os fungos, em
funcdo de suas caracteristicas de reproducéo e crescimento, adaptam-se a diversos
substratos, entre os quais efluentes de industrias processadoras de alimentos, residuos
agricolas e agroindustriais e residuos derivados de petréleo (KRONBAUER et al., 2007).

Diversos residuos estao sendo aproveitados como substratos na produgao de
enzimas pelos micro-organismos. Residuos como farelo de trigo, bagaco de cana,
residuos do processamento de suco de laranja, tém sido utilizados para producao de
tanase utilizando diferentes micro-organismos (BATTESTIN, 2007).

2.3 Otimizagao dos Processos

A maioria dos estudos na area de bioprocessos envolve o entendimento do
mecanismo de produgdo, para selecionar o melhor biocatalisador (micro-organismo ou
enzima), as melhores condigcbes ambientais que propiciam um melhor rendimento, a
procura de recursos mais econdmicos, mas que ainda produzam um rendimento
satisfatério. O estudo de um processo fermentativo envolve também o desenvolvimento
de uma estratégia de otimizagéo, obtendo-se assim um melhor rendimento do produto.
A otimizagao pode ser feita ajustando varias etapas do processo, sendo algumas delas
mais facilmente modificadas do que outras. Sdo geralmente alterados alguns dos
parametros relacionados com os quatro pilares da fermentagao: no micro-organismo, no
substrato, nas condicbes operacionais, € nos processos de recuperagdo do produto
(PERLINGEIRO, 2005; TEIXEIRA; VAZ; BATTESTIN, 2017).

2.4 Otimizagao dos Processos

O grande interesse industrial pela enzima tanase esta relacionado com seu
potencial de aplicacdo em diversas industrias e sua eficiéncia vem sendo estudada
atualmente nos processos de producdo de antioxidantes em chas comerciais
(BATTESTIN, 2007), na erva mate, suco de laranja (FERREIRA, 2011) e ragc&o animal
(SCHONS; RIES; MACEDO, 2012). As tanases ainda podem ser utilizadas no
tratamento de efluentes da industria de couro, na producéo de vinhos, na produgao de
medicamentos e farmacos. Atualmente o mercado nacional é suprido com essa enzima
apenas via importacgao.

A partir disso, espera-se que esse trabalho contribua para a tecnologia nacional
de producgao de enzimas, principalmente na produgcdo da enzima tanase, que € o estado
da arte desse projeto. Além de colaborar com diversas industrias alimenticias, quimicas
e farmacéuticas, tanto no que diz respeito a utilizagdo de um subproduto gerado pela
agroindustria, quanto no desenvolvimento de rotas biotecnoldgicas sustentaveis e na
producdo de uma biomolécula com ampla possibilidade de emprego e interesse
industrial ainda ndo produzida em grande escala no &mbito nacional.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais e equipamentos utilizados

Residuos: Os residuos da industria cervejeira e da produgao artesanal da bebida
foram doados por empresas e produtores da regido de Sdo José dos Campos e do Sul
do pais.

Reagentes quimicos e meios de cultura: acido tanico, SDS-trietanolamina, sais
minerais e tampdes, PDA (Agar de Batata Dextrosado), residuos da indUstria cervejeira
e de aguardente de Cambuci, proteina BSA (albumina de soro bovino).

Equipamentos: Espectrofotdmetro (Metash-Tecnal); Banho termostatico (Tecnal);
Centrifuga (Kasvi k14-4000); Estufa de Cultura (Tecnal TE-392-1); Incubador Shaker
(K-330-Pro); Balanga analitica (Mettler Toledo Me 104), pHmetro (Metler Toledo).

3.2 Métodos
3.2.1 Padronizagao dos residuos

As amostras dos residuos foram padronizadas em relagdo a secagem dos
residuos em estufa, determinacédo do pH e determinacado de granulometria, visando a
homogeneizacao dos residuos para o processo fermentativo.

As amostras dos residuos foram desidratadas em estufa a aproximadamente
75°C. Para a determinagéo do pH foram adicionados 40 mL de agua destilada a 4,0 g
de amostra, e a mistura foi vigorosamente agitada — por 15 minutos, no Shaker, a 200
rpom — até que as particulas se mostrassem uniformemente suspensas. Apds 10 minutos,
o pH do sobrenadante foi determinado em pHmetro (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
Além disso, foram determinados os tamanhos médios das particulas dos residuos
estudados.

3.2.2 Micro-organismo, conservagao e preparo do inéculo

A linhagem fuangica que foi utilizada no presente estudo foi isolada do solo da
arvore conhecida popularmente com Inga. Posteriormente esta linhagem foi identificada
como sendo Aspergillus niger. A linhagem fungica foi conservada em tubos de ensaio
com meio de agar batata dextrose (PDA), inclinados e em temperatura de 10°C. A
linhagem foi repicada em meio PDA inclinado, com suplemento de acido tanico 0,2%
(p-v-1), pH final do meio igual a 5,2 e incubadas em estufa a 32°C por 120 horas para
pré-inducao da tanase.

3.2.3 Meio de fermentacgao soélida para produc¢ao da tanase
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O meio de fermentagéo foi preparado adicionando 20 g da mistura do residuo na
proporcao 1:1, acrescido de solugao de sais e acido tanico, ajustavel a concentracao de
10% de acido tanico (agente indutor). O meio foi esterilizado e em seguida os frascos
foram inoculados com 2 mL de solugdo de esporos e incubados a 32°C em estufa
bacterioldgica por 120 horas. Apés a fermentagéo, foram adicionados 70 mL de solugao
tampéao acetato 0,2 M - pH 5,0 (agente extrator) e agitados a 200 rpm por 1 hora. A
solugéo foi filtrada em algodao e levada a centrifuga por 15 minutos a 4.000 rpm. No
sobrenadante foi medida a atividade enzimatica de acordo com metodologia proposta
por Lekha e Lonsane (1994). Para isso, a solucdo substrato foi preparada pela adigéo
de acido tanico 0,2% (p.v-1) em tampéo acetato 0,2 M (pH 5,5). A reacao enzimatica foi
realizada adicionando 0,3 mL da solugao substrato com 0,5 mL de extrato enzimatico
bruto deixado em banho maria a 60°C por 10 minutos. Apds a incubacgao, a reagao foi
paralisada com 3 mL de solugdo BSA preparada na concentracdo de 1 mg.mL-1 de BSA
e de cloreto de sédio 0,177 M em tampao acetato 0,2 M (pH 5), e em seguida,
centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos. Ao precipitado foi adicionado 3 mL de solugao
SDS-trietanolamina acrescido de 1 mL de solugcao de FeCl3. A absorbancia foi medida
apo6s 15 minutos a 530 nm de acordo com metodologia sugerida por Mondal, Banerjee
e Jana (2001). A curva padrao foi elaborada utilizando quantidades de acido tanico
comercial variando entre 0,02 e 0,14 mg.

Foram testadas variaveis do processo de produc¢ao da enzima tanase, tais como:
residuo da producéao de cerveja artesanal e industrial, influéncia do agente extrator e da
umidade do meio de FES, influéncia do tempo de incubagéo, do pH do meio, do agente
indutor, e da temperatura e pH da reacao enzimatica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Meio de fermentagao sélida para producao da tanase

As amostras de residuos da industria de cerveja foram desidratadas em estufa até
a obtengdo de particulas secas e ndo aglomeradas (Figura 1), que apresentaram um
tamanho médio de aproximadamente 0,66 cm + 0,14.

Figu|ra 1 - Residuo da indUstria cervejeira.

Fonte: Os autores.
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O pH da amostra foi medido a cada 1 (uma) hora, num periodo total de 3 (trés)
horas e manteve-se estavel no decorrer das medidas, numa média de 5,24 + 0,02. O
carater acido observado & proveniente da composicdo deste residuo, assim como
afirmam os autores Cabral Filho (1999) e Rech e Zorzan (2017), e estdo em acordo com
o resultado encontrado na literatura, que relatou pH=5,96 para o bagago de malte umido
(RECH; ZORZAN, 2017):

4.2 Andlise da producao da enzima utilizando residuo da producao cervejeira

A Figura 2 apresenta os dados de producdo da enzima tanase no residuo da
industria cervejeira.

Figura 2 - Medida da atividade enzimatica utilizando residuo da produgao cervejeira.
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Fonte: Os autores.

A partir disso, constatou-se que a produgcdo da enzima tanase nos residuos
cervejeiros foi de 0,046U/mL + 0,002 para o residuo da cerveja industrial e de 0,043U/mL
1 0,003 para o residuo da cerveja artesanal. Dessa forma, foi dada a preferéncia para
os estudos com o residuo proveniente da producgao industrial.

4.3 Influéncia do agente extrator na produc¢ao da enzima

Foi verificado a influéncia do agente extrator NaCl 1,5% e tampao acetato (pH 5,0
— 0,2M) na extragao da enzima apos a fermentacao (Figura 3).
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Figura 3 - Influéncia do agente extrator na producéo da enzima.
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Nota: Colunas com letras iguais ndo apresentam diferencas significativas para o teste de Tukey (p>0,05).
Fonte: Os autores.

A extragao da enzima foi maior quando se utilizou NaCl (1,5%), obtendo-se valores
de atividade de tanase em torno de 0,098 U/mL. Ao utilizar o tampao acetato (pH 5,0 —
0,2M), o valor de atividade foi de 0,096 U/mL. Dessa forma, os testes seguintes foram
conduzidos com o tampao acetato (pH 5,0 — 0,2M), posto que n&o houve diferenca
significativa na atividade de tanase, segundo o teste de Tukey (p>0,05), e estes
resultados estido de acordo com a metodologia relatada na maioria dos estudos que
obtiveram bons resultados (BATTESTIN, 2007; EL-FOULY et al., 2010; SCHONS; RIES;
MACEDO, 2012; SRIVASTAVA; KAR, 2009).

4.4 Influéncia da umidade na produc¢ao da enzima

Foram testadas trés diferentes proporgdes (residuo: solugao de sais acrescido de
acido tanico) no meio de fermentagdo em estado sélido: (1:0,5), (1:1) e (1:2). Os
resultados obtidos estdo descritos na Figura 4.
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Figura 4 - Influéncia da umidade na atividade de tanase.
0,12

a a
0,105 = a ¥

0,09

0,075

0,06

0,045

0,03

Atividade enzimatica (U/mL)

0,015

0

35,86% 51,82% 68,03%
Umidade (%)

Nota: Colunas com letras iguais ndo apresentam diferengas significativas para o teste de Tukey (p>0,05).
Fonte: Os autores.

A partir disso, comprovou-se que a atividade de tanase foi de 0,104 U/mL £ 0,001
no meio de fermentagéo solida com umidade de 35,86% (proporgao 1:0,5), assim como
a enzima demonstrou atividade de 0,099 U/mL + 0,000 no meio de FES com umidade
de 51,82% e 0,107U/mL £ 0,001 para a umidade de 68,03% (respectivamente, nas
proporgdes 1:1 e 1:2). Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os trés ensaios
descritos, de acordo com o teste de Tukey, além de que, a atividade enzimatica
permaneceu linear. Logo, os testes seguintes mantiveram a propor¢ao padrao 1:1
(BATTESTIN, 2007; EL-FOULY et al., 2010; SCHONS; RIES; MACEDO, 2012), com
umidade de 51,82%.

4.5 Influéncia do tempo de incubagao e do pH na produc¢ao da enzima

Foram analisados também a influéncia do tempo de incubacido na atividade
enzimatica, assim como a variagao do pH no meio (Figura 5).
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Figura 5 - Influéncia do tempo de incubacdo e do pH na produgéo da enzima.
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Nota: Colunas com letras distintas sao significativamente diferentes para o teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Os autores.

O periodo ideal de incubacao foi de 5 dias, resultados estes semelhantes aos
obtidos por El-Fouly et al. (2010) e Teixeira, Vaz e Battestin (2017). Contudo, Lal et al.
(2012) relatou a maxima atividade enzimatica em 7 dias. Além disso, foi possivel
constatar que o pH étimo para a maxima atividade de tanase foi de 4,50 (5 dias). Estes
dados sdo semelhantes aos obtidos por Lal et al. (2012) e El-Fouly et al. (2010),
entretanto, Marco et al. (2009) e Srivastava e Kar (2009) relataram pH étimo para a
atividade de tanase em 6,0. A queda na atividade enzimatica — com 7 dias — pode ser
justificada pelo aumento do pH a medida que se aumenta o periodo de incubagéo,
apesar de manter-se com pH acido. Provavelmente, a variagcdo do pH ao longo dos
periodos de incubacao analisados ocorreu devido aos produtos formados e consumidos
no meio durante o processo.

4.6 Influéncia do agente indutor no meio de fermentagao sélida

Foram conduzidos ensaios de produgcdo da enzima sem indutor no meio e
utilizando as variagdes de 5%, 10% e 15% de indutor (Figura 6).
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Figura 6 - Influéncia do agente indutor (acido ténico) no meio de fermentagéo sdlida.
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Nota: Colunas com letras distintas sao significativamente diferentes para o teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Os autores.

Foi possivel constatar que a adicdao de indutor proporciona uma diferencga
significativa na producgao da enzima tanase, posto que a atividade enzimatica foi de 0,07
U/mL £ 0,001 sem o referido aditivo e apresentou valores de 0,10 U/mL % 0,001, 0,10
U/mL + 0,004 e 0,11 U/mL £ 0,004, respectivamente para as concentracdes de 5%, 10%
e 15% de acido tanico (agente indutor) no meio de fermentacgao solida. Entretanto, as
variagbes da concentragdo durante os testes nao apresentaram uma diferenca
significativa para o teste de Tukey (p>0,05). Em virtude disso, os préoximos ensaios
seguiram com a concentragao padrao de 5% de acido tanico, utilizando menos reagente
para o desenvolvimento dos testes seguintes.

4.7 Influéncia da temperatura e do pH da reacao enzimatica com o substrato

Foram realizados ensaios que variaram a temperatura de 20-100°C e o pH de 3,5-
9,5 na reagao enzimatica com o substrato (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Efeito da temperatura da rea¢do enzimatica com o substrato.
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Fonte: Os autores.

Foi possivel constatar que a atividade maxima foi determinada em 70°C, com uma
faixa ideal de atividade entre 50-70°C, com valores de 0,079 U/mL + 0,0001, 0,08 U/mL
10,0001 e 0,09 U/mL + 0,003, respectivamente, de forma que, com o aumento gradual
da temperatura nos intervalos de 20 a 70°C houve um aumento correspondente de
atividade enzimatica, que passou de 0,068 U/mL (20°C) para 0,09 U/mL (70°C). Em
contrapartida, a partir dos 80°C, a atividade de enzima diminuiu significativamente.
Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Battestin (2007), que obteve
atividade maxima em 60°C, com uma faixa ideal de producéao entre 40-60°C, enquanto

Cavalcanti e Guimaraes (2018) encontraram temperatura 6tima na faixa de 40-45°C
para a atividade de tanase.

Figura 8 - Efeito do pH da reagdo enzimatica com o substrato.
0,22

o
[y
o

o
=
()]

Atividade enzimatica (U/mL)
(=]
e -
[ e

=]
[=]
-~

o
[=]
=

35 4,5 55 6,5 75 8,5 9,5
pH

Fonte: Os autores.

Foi possivel constatar que a atividade maxima foi determinada com pH=4,5,
apresentando atividade enzimatica de 0,19 U/mL + 0,011, com uma boa faixa de
atividade entre 4,5 e 5,5, de forma que, com o aumento gradual do pH houve um
decréscimo correspondente de atividade enzimatica, que passou de 0,19 U/mL (pH=4,5)
para 0,07 U/mL (pH=7,5). Estes valores sao semelhantes aos encontrados por Battestin
(2007), que demonstrou pH 6timo entre 4,0-5,5 para a enzima produzida por Aspergillus
niger. Lal et al. (2012), por sua vez, obteve atividade maxima em pH-5,0, com tanases
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também produzidas por Aspergillus niger, enquanto Valera (2014) obteve bons
resultados entre 5,0-5,5 com tanases produzidas por Aspergillus carbonarius. Em
contrapartida, a reacdo realizada no pH=8,5 apresentou um pequeno aumento de
atividade (0,13 U/mL), sugerindo a existéncia de uma isoenzima, que corresponde a
enzimas que catalisam a mesma reacéao, entretanto, ndo possuem necessariamente as
mesmas propriedades fisicas, devido a diferengas geneticamente determinadas na
sequéncia de seus aminoacidos, assim, as isoenzimas podem apresentar diferentes
nameros de aminoacidos. Um resultado semelhante foi obtido por Valera (2014), em
que, com pH=8,0, também relatou um pequeno pico de atividade enzimatica, sugerindo
que possivelmente também ocorreu a produgédo de uma isoenzima, assim como relatou-
se no presente trabalho.

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com o desenvolvimento do trabalho, foi possivel
constatar que o residuo da industria cervejeira se configura em um 6timo residuo
agroindustrial empregado como substrato para a produgéo de biomoléculas através de
fermentagdo em estado sdlido a partir do fungo Aspergillus niger. Além disso, foram
estabelecidos os melhores padrdes para a otimizagdo do processo biotecnolégico, que
se firmaram em testes com residuo da produgdo industrial de cerveja, com o tampao
acetato (pH 5,0 — 0,2M) como agente extrator, o preparo do meio de fermentacao na
proporcao 1:1 com umidade de cerca de 52%, 5 dias de incubag¢ao, com pH 6timo para
a maxima atividade de tanase de 4,50, 5% de agente indutor (acido tanico) no meio
fermentativo, e a reacdo enzimatica realizada a 70°C no pH=4,50.

Com base nisso, foi possivel observar o aumento da atividade enzimatica,
passando de 0,04 U/mL para 0,19 U/mL ao final dos ensaios. Dessa forma, os préximos
passos sao direcionados ao inicio do processo de purificacdo da biomolécula produzida.
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