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AMYLASE PRODUCTION BY SUBMERGED FERMENTATION USING
BYPRODUCTS FROM BABASSU COCONUT
PRODUCAO DE AMILASE POR FERMENTACAO SUBMERSA UTILIZAN-
DO SUBPRODUTOS DO COCO BABACU
Mardomi Fernando Gama';
Adriana Crispim de Freitas!
'Universidade Federal do Maranhiao, CCSST.
RESUMO
A necessidade de reduzir impactos ambientais, diminuindo a quantidade de residuos gerados
pela produgdo de alimentos, tem impulsionado a biotecnologia a reaproveitar tais residuos
gerados na cadeia alimentar. A producdo de enzima a partir de subprodutos da industria de
alimentos se torna uma opgdo para reutilizacdo dos mesmos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a produgdo de amilase a partir da mistura de subprodutos da extra¢do de 6leo do coco
babacu. Foram utilizados misturas de mesocarpo, endocarpo e borra para realizagdo da fer-
mentagdo submersa por Aspergillus Oryzae CCBP 001 em shakers do tipo Orbital com agita-
¢do de 100 rpm, a 30°C. A composi¢ao de cada mistura foi realizada pelo planejamento expe-
rimental do tipo simplex-laticce e as etapas divididas em 4 intervalos de 24 a 96 horas com
planejamento experimental Plackett-Burman. A maior producdo de amilase ocorreu apos 48
horas de fermentacdo em meio contendo 33,33% de mesocarpo e 66,66% de borra. Contudo,
foi no periodo de 24 horas que a produtividade foi maior. O grafico ternario mostrou que as
melhores respostas foram as que possuiam mistura de endocarpo e borra e mesocarpo e endo-
carpo. A partir da andlise de variancia, percebeu-se que a borra ¢ o substrato que mais impacta
na produg¢do de amilase.

Palvras-chaves: enzimas; biotecnologia; processos



INTRODUCAO

O mundo enfrenta o dificil desafio de lidar com o esgotamento de recursos € acumula-
¢do de residuos no meio ambiente. A robusta cadeia de processos alimentares gera residuos
em uma escala de multi tonelada a cada ano. A producdo destes residuos alimentares abrange
todo o ciclo de vida de alimentos da agricultura até o processamento industrial (Mirabella;
Castellani e Sala, 2014). De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo
e Agricultura dos Estados Unidos (2016) uma enorme quantidade de alimentos produzidos no
mundo sdo desperdigados a cada ano. Dentro dessa produgao de alimentos, frutas e legumes
sdo os mais afetados. Cerca de 45% deles ndo sdo reutilizados ou encontram-se estragados.

Dados da FAO (2016) mostram a quantidade em quilogramas de alimentos produzidos
e desperdicado em cada continente por ano em dois cenarios. O primeiro cendrio mostra que
cada pessoa desperdica em média 61,42 kg de alimento por ano em seu consumo didrio. Esse
nimero aumenta pra 100 kg/ano quando apenas os continentes mais desenvolvidos sdo leva-
dos em consideragao. Em contrapartida, o segundo cenario mostra que a produgao alimenticia
per capta desperdica 164 kg de alimentos por ano nos 5 continentes. Esse nimero multiplica-
do pela populacao mundial se torna ainda mais impactante.

Com a finalidade de diminuir o impacto causado pelo desperdicio de alimentos, a bio-
tecnologia vem como uma das diferentes maneiras de reutilizar os residuos da cadeia alimen-
tar. O processamento secundario de residuos desempenha um papel importante para agregar
valor através da producdo de proteinas, biofilmes, ingredientes funcionais e enzimas (Alexan-
drino et al., 2007)

O desenvolvimento tecnologico direciona para processo biotecnoldgico visando pro-
cessos mais limpos, com menor impacto ambiental. Portanto, a substitui¢do de processos

quimicos convencionais, em detrimento de processos enzimaticos, ¢ essencial para melhorar a

2



producao industrial de forma geral (Coelho et al., 2001). A produgdo enzimatica ndo so6 agrega
valor aos bens de consumo, como também mostra a possibilidade de utilizar os recursos natu-
rais de forma eficiente (Silva et al., 2016).

O mercado mundial de enzimas foi avaliado em 4.2 bilhdes de dolares em 2014 e de-
vera crescer 7,0% a partir de 2016 até 2020. Bebidas e alimentos sdo aqueles que dominam o
mercado de enzimas industriais. O principal fator que leva a este aumento de consumo ¢ a alta
demanda de bens de consumo, biocombustiveis, ¢ da necessidade de redugao de custos e oti-
mizacao de recursos no processo de producao (Market e Market, 2015).

Em geral, as enzimas podem ser produzidas por diversas fontes, desde as microbianas
até vegetais. As fontes microbianas apresentam maior aplicagdo industrial uma vez que pos-
suem vantagens expressivas como a diversidade metabdlica, menor tempo de producio, esta-
bilidade e custo. Sendo as leveduras e fungos filamentosos os microrganismos mais utilizados
para producdo em larga escala (Lehninger; Michael, 2006).

As principais enzimas utilizadas na industria de alimentos sdo: oxirredutases, transfe-
rase ¢ hidrolases (Coelho; Salgado e Ribeiro, 2008). Adicionalmente, como parte do grupo
das hidrolases, as amilases sdo frequentemente utilizadas em processos de producao de ali-
mentos, uma vez que estas degradam o amido catalizando a hidrélise das ligagdes glicosidicas
a-1,4 e a-1,6 presentes na estrutura do amido (Gupta et al., 2003). Esse grupo, tem grande
importancia biotecnologica em varios processos, como producao de cervejas, bebidas fermen-
tadas , panificacdo, cereais e alimentos para bebés, além da sacarificacdo do amido (Marques;
Cunha, 2008) .

Amilases microbianas estdo comercialmente disponiveis e sao amplamente utilizados
na hidrolise completa do amido e outros processos na industria de alimentos e té€xtil (Gupta et

al., 2003).
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Para a producdo dessas enzimas, os rejeitos industriais podem ser utilizados como
matéria-prima. Assim, os rejeitos do processamento de babagu (Orbignya sp) tem sido reuti-
lizados para outros fins. O fruto desta arvore, o coco babagu, ¢ composto basicamente por en-
docarpo (52-60%), epicarpo (12-18%), rico em fibras, mesocarpo (17-22%), rico em amido, e
améndoas oleaginosas (6-8%). E a partir das améndoas oleaginosas que o 6leo é extraido
( produto principal do coco babagu ) . Portanto, as demais partes necessitam de um destino

correto para causar menor impacto ambienta e agregar valor ao subproduto (Carrazza; Avila e
Silva, 2012).

Com a finalidade de minimizar os residuos e subprodutos do processo agroindustriais,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de alfa-amilase a partir dos subprodutos gerados
no processo de obtencao de 6leo de babagu por Aspergillus Oryzae CCBP 001 em fermenta-
¢ao submersa.
MATERIAIS E METODOS
Substrato

Toda a matéria- prima utilizada como substrato ¢ subproduto da extragdo de 6leo ba-
bacu. Foram utilizados o endocarpo, mesocarpo e a borra proveniente do processo de obten-
¢do do oOleo. Estes substratos foram concedidos pela Tobasa Bioindustria de Babagu S.A e
pela Associacdo de Quebradeiras de Coco em Cidelandia- MA. O mesocarpo e o endocarpo
foram armazenados a temperatura de 25 °C e a torta do babacu sob temperatura de 7 °C.
Cultura de Microrganismo

Aspergillus Oryzae CCBP 001 (Culture Collection Bioprocessos) foi a linhagem de
fungo filamentosos utilizada durante o experimento . A mesma foi cedida pelo Laboratério de
Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical-Fortaleza/Ceara.

O fungo foi inoculado em meio composto por 10 g de farelo de trigo e 5 ml de solucao
contendo 1,7% (m/v) e NaHPO4 2,0% (m/v) (NH4)2SO4 este foi incubado em estufa incubado-

ra durante 5 dias a 30°C para produgdo de esporos.
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Os esporos dos fungos foram depositados em solucao estéril de Tween 80 (0,1%) com
intuito de preparar o indculo para fermentacdo. Com o auxilio da cdmara de Neubauer, o nu-
mero de esporos por mililitro em suspensao foram quantificados. O padrao utilizado foi de
107 esporos /100 ml.

Delineamento Experimental

Com intuito de se obter uma composi¢ao 6tima entre os substratos do babagu na pro-
dugao de amilase, realizou-se o delineamento experimental do tipo simplex-lattice.

Partiu-se de trés componentes para a mistura guardando as seguintes proporgdes:
1(100%), 0 (0%), 1/3 (33,33%) e 2/3 (66,67%) de um total de 2 g de substrato (TABELA 1).

Para obten¢ao do delineamento experimental, analise dos dados e constru¢ao do mo-

delo foi utilizado o software Statistica™ 10 da Statsoft Inc. (Tulsa, Oklahoma, USA).

Tabela 1. Matriz do delineamento da mistura Simplex-latticepara producao de amilase com A.
oryzae CCBP 001 em fermentagdo submersa utilizando diferentes subprodutos de babagu

Ensaio ENDOCARPO MESOCARPO BORRA

—_
—_
(e}
S

2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/3 2/3 0
5 1/3 0 2/3
6 0 1/3 2/3
7 2/3 1/3 0
8 2/3 0 1/3
9 0 2/3 1/3
10 1/3 1/3 1/3




Producio de Amilase

Fermentacao submersa foi o processo utilizado para produgao da amilase. Os substra-
tos foram pesados de forma individual, bindria e ternaria, respeitando o planejamento experi-
mental, usando frascos Elernmeyers de 250mL para realizar a mistura.

Posteriormente, as misturas foram incubadas em Shaker orbital com agitagdo de 100
rpm, a 30°C. O experimento foi dividido em 4 etapas de acordo com o planejamento experi-
mental Plackett-Burman. A retirada das aliquotas amostrais foram feitas ap6s 24 h /48 h/ 72h
e 96 h de fermentacao.

Determinacao da Biomassa Microbiana

Foi utilizado papel-filtro previamente seco e tarado para filtrar o meio e reter a bioma-
sa. A mesma foi seca em estufa com temperatura igual a 95°C. Apds 24 horas a mesma foi re-
tirada e pesada em balanga analitica. O sobrenadante foi utilizado para determinagdo do pH e
da atividade amilolitica. O mesmo foi estocado a -18 °C.

Determinacio do pH

A leitura do pH do meio foi realizada no ph-metro da Nova Técnica , em dois momen-
tos: antes da fermentagdo e depois no sobrenadante obtido da filtracdo do meio fermentado.
Determinacao de Atividade Amilolitica.

Primeiramente aclimatou-se a 37°C 1 mL da solucao de amido a 2% em banho ter-
mostatico. Este reagiu com 1 ml do complexo enzimatico durante 15 min. A reacao foi parali-
sada por meio da adi¢cdo de 0,5 ml de NaOH 1N. Conseguinte a isto, levou-se 1 ml da solugao
resultante para ser misturado a 1 mL de DNS. Esta solucao foi aquecida em banho de dgua a
100 °C por 15 minutos. Apds o aquecimento as amostras foram levadas ao banho de gelo até

alcangar temperatura ambiente.



A determinac¢ao da atividade de alfa-amilase foi realizada através da leitura das solu-
¢des em um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absor-
bancias foram relacionados as respectivas curvas padroes de DNS, de acordo com método
adaptado de Miller (1959).

RESULTADOS

Os resultados da interagao dos trés substratos na atividade amilolitica para cada ensaio

nos diferentes intervalos do delineamento experimental Simplex Lattice foram dispostos na

Tabela 2.

Tabela 2. Valores em percentual da mistura no planejamento Simplex-lattice para producdo
de amilase com A. oryzae CCBP 001 em fermentagcdo submersa utilizando diferentes subpro-
dutos de babagu nos tempo de fermentacao de 24, 48, 72 e 96h

Substratos (%) Unidade de atividade amilolitica (U/mL)
Ensaios
Endocarpo Mesocarpo Borra 24h 48h 72h 96h
1 100 0 0 0,450 3,830 4,609 2,358
2 0 100 0 1,801 2,338 4,125 1,693
3 0 0 100 2,916 2,526 1,780 3,306
4 33.33 66.67 0 2,970 5,093 2,553 2,688
5 33.33 0 66.67 4,260 6,974 3,427 3,319
6 0 33.33 66.67 2,311 7,189 0,490 4,777
7 66.67 33.33 0 3,053 1,242 0,632 2,607
8 66.67 0 33.33 1,411 1,443 0,040 3,668
9 0 66.67 33.33 1,122 2,271 4,562 3,655
10 33.33 33.33 3334 2,997 2,513 1,290 3,910

O ensaio que apresentou maior atividade amilolitica foi o submetido a 48 horas de pro-
cesso fermentativo em meio contendo 66,66% de borra e 33,33% de mesocarpo (ensaio 6).

O ensaio 5 contendo 33,33% de endocarpo e 66,66% de borra apos 48 h de fermenta-



¢do, ensaio 2 com 100% de endocarpo apos 72 h e o ensaio 6 contendo 33,33% de mesocarpo
e 66,66% de borra ap6s 96 h de processo fermentativo, apresentaram também altas atividades
amiloliticas quando comparadas aos demais ensaios.

Notou-se que, de forma geral, os ensaios que tiveram maior produ¢do de amilase fo-
ram os que ndo possuiam em sua composicao o amido como maior constituinte. A presenca
abundante do amido, ndo leva o microrganismo a secretar a enzima de interesse uma vez que
o substrato ja estd bastante biodisponivel no meio. Assim, a medida que o substrato em maior
concentragdo se esgota, 0 microrganismo secreta enzimas para obter energia das outras fontes
menos presentes no meio.

Producio de biomassa

A quantidade de biomassa gerada ndo apresentou uma relagdo direta com a atividade
enzimatica (TABELA 3).

Tabela 3. Valores em g/mL da quantidade de biomassa produzida pelo A. oryzea nos

diferentes ensaios a partir de subprodutos de babacu nos tempo de fermentacao de 24, 48, 72
e 96h

Ensaio BIOMASSA (g/100mL)

24 h 48 h 72h 96 h
1 0.131 0.131 0.130 0.125
2 0.054 0.066 0.074 0.078
3 0.065 0.079 0.073 0.069
4 0.066 0.086 0.114 0.098
5 0.088 0.106 0.084 0.071
6 0.073 0.097 0.085 0.081
7 0.098 0.127 0.107 0.110
8 0.114 0.118 0.101 0.107
9 0.067 0.086 0.094 0.083
10 0.094 0.101 0.100 0.088

O ensaio 6, que produziu a maior quantidade de amilase, apresentou biomassa com
concentracao igual a 0,0968 g/mL. Em contrapartida, o ensaio 1 com 24 horas de fermentacao

e menor producao amilolitica, teve concentracao de biomassa igual a 0,103 g/mL. Assim, nao



houve relagdo direta entre a quantidade de biomassa no final da fermentacao e a producao
amilolitica.

Essa relagdo ndo foi observada pois a produg¢do de biomassa ndo indica que o micror-
ganismo gerado secretard apenas a enzima de interesse, nesse caso a amilase. Outros compos-
tos presentes na mistura podem favorecer a producdo de outros complexos enzimaticos. Car-
valho (2014), em seus estudos da producdo de pectinametilesterase e poligalacturonase, deixa
evidente a necessidade de se purificar extratos enzimaticos para obten¢do da enzima interesse
uma vez que o elevado crescimento microbiano pode gerar produtos secundarios.

Varia¢ao do pH

O gréfico 1 mostra a variacao do pH de acordo com o tempo para cada ensaio.

7.5

6.5
=®—Ensaio 1

=8—Ensaio 2
55 Ensaio 3

=B Ensaio 4

e
5
o Ensaio 5
4.5 Ensaio 6
=®—Ensaio 7
4
=®—Ensaio 8
3.5 =®—Ensaio 9
3 =B E152ai0 10
2.5
0 24 48 72 96

TEMPO (h)

Grafico 1. Variagdo do pH de acordo com o tempo para os ensaios fermatativos a partir do fungo A.
oryzea.



Apds 24h de processo fermentativo observou-se a reducdo dos valores de pH. Nos
tempos de 48h até 72h, nota-se que os valores pH crescem até chegarem préximo a neutrali-

dade apos 96h.

Chancharoonpong et al. (2012) mostrou que ao inocular este microrganismo o pH se
comportou de maneira similar, diminuindo nas primeiras horas, aumentando 36h apos o inicio
do processo fermentativo aumentou e alcangando valores préximo a neutralidade no final da

fermentagao.

Os meios com pH que tendem a neutralidade foram aqueles onde ocorreram a maior
atividade amilolitica dentro de cada intervalo de tempo. No tempo de 24 horas, o ensaio 5
contendo 66,66% de borra e 33,33% de endocarpo apresentou pH igual a 5,83. Apds 48 horas
o maior pH foi observado também no ensaio 5, o ensaio com produgdo igual a 6,974 U, a se-
gunda maior dentro desse intervalo.

No intervalo de 72 h , o ensaio 1 contendo 100% de endocarpo apresentou pH igual a
6,23, acompanhando também a maior produgdo de amilase dentro desse tempo de
fermentagdo. Em adi¢do, o pH do ensaio com maior produtividade dentro do intervalo de 96h,
ensaio 6, alcangou valor igual a 6,64. Assim, notou-se que as maiores producdes em cada
intervalo de tempo no processo fermentativo, ocorreram em pH na faixa de 5,83 a 6,64.

Sahnoun et al. (2015), afirma que a faixa 6tima de pH para produgao de amilase por A.
oryzae se encontra entre 4,5 e 6. Producdo de enzimas nessa faixa de pH tem sido bastante
procuradas pelas industrias, pois a maioria sdo produzidas em meios acidos que torna o pro-

cesso mais dispendioso (Cruz, et al., 2011).
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Produtividade

De forma geral, os ensaios que obtiveram maior producdo foram aqueles submetidos a
48 horas de fermentacao submersa. No entanto, avaliando a produtividade, produgao por hora,
os ensaios de 24 h foram os que apresentaram resultados, em média, mais satisfatorios. A pro-
dutividade média para os ensaio de 24h foi igual a 0,996 U/mL.h-! contra 0,738 U/mL.h-!
para 48 h, 0,320 U/mL.h-! para 72 h € 0,33 U/mL.h-! para 96 h.

Portanto, as analises estatisticas da influéncia da mistura do substrato ira se deter a
aquela que possui maior apelo industrial, ou seja, maior produtividade.
Influéncia da composiciao do substrato na produtividade

A Figura 1 mostra o gréafico ternario para produg¢do de amilase com 24 horas de fer-
mentagdo. Observando as alteragdes de perfil na producdo de amilase frente a diferentes for-

mulagdes de substrato.

Encoospa ! Mesocerpo 2

Figura 1. Gréafico ternario para composicio ideal de substrato para producio de a amilase

A relacao da atividade amilolitica a partir de diferentes subprodutos da produgao de
0leo babagu ¢ representada no grafico ternario. Cada componente da mistura pura ¢ represen-

tada em um canto do tridngulo equilatero. Assim, cada ponto dentro do triangulo, corresponde
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a uma fracao diferente dos componentes na mistura. O centro do tridngulo por sua vez, cor-
responde a proporgdes iguais da mistura (Martinello et al., 2006; Lobanova et al., 2016).

As zonas de méxima varidvel de resposta tendem para o lado do tridngulo que possui
mistura de endocarpo e borra e de endocarpo € mesocarpo como substratos. Este lado mostra
atividade amilolitica acima de 3 U/mL.

Como evidenciado na Tabela 3, a equagdo de regressao prevista representa o0 modelo
com os substratos significativos para a produgdo de amilase em 24 h de fermentagdo. Todas as
variaveis respostas independentes foram adequadas ao modelo cubico especial (Rheiner et al.,
2016; Kurosawa; Hubinger e Park, 2009).

Tabela 3. Analise de Varidncia (ANOVA), modelo, R? para a producio de amilase em 24h de fermentacio

Fonte de SS DF MS F R p- value

Variagdo

Regressao 9,32251 6 1,553752

Residual 2,24142 3 0,747141 2,079596 0,81 <0,09
Total 11,56393 9 1,284841

Modelo cubico: Atividade de amilase= 0,24x;+1,68x2+3,32x3+9,40x1.X2+4,75X1.X-3,37X2.X3+2,06xX1.X2.X3, onde

x1= endocarpo, X= mesocarpo e x3= borra

Os coeficientes de determinacdo R? e F test (ANOVA) foram utilizados para verificar
a significancia do modelo.

O valor de R? se encontra menor que 0,9. O valor de 0,81 encontrado nesta analise,
ndo se encontra na faixa ideal, mas ainda assim ¢ significativo e pode ser usado para prever a
producao de amilase a partir da mistura desses substratos.

De acordo com o modelo cubico especial, notou-se que a borra e o endocarpo quando
comparados individualmente sdo os substratos que possuem maior impacto dentro da pro-

ducdo de amilase. Pode-se afirmar também que as interagdes entre endocarpo € mesocarpo ¢
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borra e endocarpo acontecem de forma positiva. Desta forma, o endocarpo € o mesocarpo sao

os subprodutos que melhor impacta a produgao de amilase.

CONCLUSAO

O ensaio que apresentou maior atividade amilolitica foi o ensaio 6, apds 48 horas de
processo ,contendo 66,66% de borra e 33,33% de mesocarpo. Pode-se perceber que os ensaios
que tiveram maior producdo de amilase foram os que ndo possuiam em sua composi¢ao o
amido como maior constituinte.

Notou-se também que a concentracdo de biomassa gerada ndo apresentou relagao dire-
ta com atividade amilolitica, uma vez que a maior concentragdo de biomassa foi no ensaio
com menor producao de amilase, sendo o contrario verdadeiro.

Em contrapartida, percebeu-se que existe uma relagao entre o pH final da mistura e a
producao da enzima, uma vez que, de forma geral, as maiores produgdes enzimaticas ocor-
reram em pH proximo da neutralidade .

Verificou-se que os meios que possuiam mistura de endocarpo e borra e de endocarpo
€ mesocarpo eram os meios ideais para o processo fermentativo, sendo a borra o substrato que
possui maior impacto dentro da producao de amilase.

Por fim, pode-se concluir que apesar da maior producgdo ser encontrada apos 48 h, o
processo fermentativo de 24 h ¢ mais produtivo e por isso deve ser estudado mais afundo ja
que ele garante produtividade em menor tempo diminuindo gastos de energia e consequente-

mente custos do processo.
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