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RESUMO

Neste trabalho foram realizados testes para determinagdo das melhores condi¢cbes
de producdo da amilase de Aspergillus niger, as variaveis foram o tempo (24, 72,
120 e 168 horas) e a atividade de agua (0,897, 0,961, 0,981 e 0,985) e a matéria
prima foi o farelo de cacau. As fermentacfes em estado solido foram conduzidas em
incubadora bacteriolégica refrigerada a 35°C. A amilase produzida foi quantificada
através da degradacdo da solucdo de amido solivel e os acgUcares redutores
produzidos foram quantificados através da reacdo com &cido dinitrosalicilico. O
melhor resultado na producdo da amilae (24,98 U/g) foi observado quando se
empregou 24 horas de fermentacdo e 0,897 de atividade e 4gua. Independente do
tratamento é observada a reducéo da atividade amilasica em funcdo do incremento
no tempo de fermentacao e da atividade de agua.
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PRODUCTION OF AMYLASE FROM SOLID STATE FERMENTATION OF COCOA
MEAL

ABSTRACT

In this work tests were performed to determine the best conditions of the amylase of
Aspergillus niger, the variables were time (24, 72, 120 and 168 hours) and water
activity (0.897, 0.961, 0.981 and 0.985) and the raw material was the cocoa meal.
The solid-state fermentations were conducted in bacteriological incubator cooled to
35 °C. The amylase produced was quantified by the degradation of soluble starch
solution and the reducing sugars produced were quantified by reaction with acid
dinitrosalicilic. The best result in the production of amylase (24.98 U/g) was observed
when used 24 hours of fermentation and 0.897 and water activity. Irrespective of
treatment was observed a reduction in amylase activity due to the increase in
fermentation time and water activity.
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INTRODUCAO

As atividades da agroindustria tém proporcionado diversos problemas
ambientais, como poluicdo dos solos, das aguas e da atmosfera (ASGHER et al.,
2008). O farelo de cacau é o subproduto da industria cacaueira produzido na
torrefacdo das sementes do cacau. O estado da Bahia € responsavel por toda
producdo de cacau do Nordeste e por aproximadamente 70% do Brasil (CARVALHO
et al., 2006).

A bioconversdo de biomassa residual produzida durante as atividades
agricolas produz varios compostos organicos com possiveis aplicacdes industriais,
como as enzimas (SANTOS et al., 2010). Nesse contexto, a fermentacdo em estado
sélido (FES) desempenha um papel de destaque entre os outros bioprocessos. O
termo FES se aplica ao crescimento de microrganismos sobre substratos sélidos e
na auséncia de agua livre no sistema (HOLKER et al., 2004, GHORAI et al., 2009,
ROSA et al., 2011).

O material sélido, aplicado na FES, geralmente fragmentado permite a
retencdo de agua por higroscopia ou capilaridade. O volume de 4gua absorvida no
material solido depende da composicdo, por exemplo: em substratos amilaceos o
volume de &gua ideal para o desenvolvimento do processo fermentativo varia de
25% a 60% de umidade inicial, no entanto em substratos celulésicos esses teores de
agua sao superiores e variam de 60% a 80% sem o aparecimento de agua livre.

Na FES a agua é a responsavel pela difusdo de solutos, gases e metabdlitos,
além de auxiliar a absorgéo celular de nutrientes. O nivel de umidade do substrato é
um dos fatores que mais influenciam o processo e varia de acordo com a natureza
do substrato, tipo de produto final e necessidade do microrganismo. Um nivel de
umidade muito alto resulta em diminuicdo da porosidade, baixa difusdo de oxigénio,
aumento no risco de contaminacao, reducdo no volume de gas e reducédo de troca
gasosa. Reduzidos niveis de umidade levam a um menor grau de crescimento em
relacdo ao 6timo e baixo grau de substrato realmente utilizado (LONSANE et al.,
1985; PANDEY, 2003; RAGHAVARAO et al., 2003).

O conteudo de liquido ligado a matriz solida deve estar a um nivel que, por
um lado, assegure o crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo
exceda a maxima capacidade de ligacdo da agua com a matriz sélida (GERVAIS et
al., 2003).

O fungo filamentoso do género Aspergillus sdo os mais promissores na
producdo de biocompostos, uma vez que além de incrementar o teor protéico, este
fungo pode excretar cerca de 20 tipos diferentes de enzimas (SILVEIRA et al., 2007).
As enzimas sdo utilizadas para catalisar uma série de reacbes. A producdo de
enzimas amiloliticas teve inicio no comeco do século passado, em decorréncia do
interesse industrial da producao de glicose a partir de materiais amilaceos (SOCCOL
et al., 2005).

Na industria de panificacdo, as amilases proporcionam melhor coloracéo,
volume e textura de miolo de paes. O emprego dessas enzimas na preparacédo do
pao pode retardar o processo de envelhecimento, mantendo o pao “fresco” por mais
tempo. A a-amilase fungica confere maior potencial fermentativo, ja a
amiloglucosidase confere melhora do sabor e aroma de pées e também proporciona
crosta com melhor coloracdo. As amilases flungicas, na indastria cervejeira,
convertem substratos amilaceos e agucares antes da fermentacédo alcoolica, além de
controlarem a turbidez devido ao amido presente e sao utilizadas na producédo de
cervejas livres de dextrina (GUPTA et al., 2003, MANEIRA et al., 2011).
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O objetivo deste trabalho foi utilizar o farelo de cacau como matéria-prima para
a producdo de amilase por fermentagcdo em estado sélido com o auxilio do fungo
filamentoso Aspergillus niger. As variaveis estudades foram a atividade de 4gua e o
tempo de fermentacéo.

METODOLOGIA

A cepa utilizada (Aspergillus niger) pertence ao (Laboratério de Residuos
Agroindustriais) da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB). Os
esporos foram obtidos em erlenmeyer sobre o meio de cultura PDA (Potato Dextrose
Agar-Difico) apds a incubacdo por sete dias a 35 € em estufa de cultura
bacteriologica (SOLAB modelo SL 101), com auxilio de perolas de vidro e agua
destilada estéril, foi efetuada a retirada desses esporos. Sua contagem ocorreu em
camera de Neubauer com auxilio do microscépio binocular (BIOVAL L1000).

O farelo de cacau, foi adquirido de agroindustrias localizadas na regiao Sul da
Bahia, esse farelo foi submetido a um processo de separacdo granulométrica, a
partir da trituragcdo (20 mesh) em moinho de facas tipo Willey e armazenado a
temperatura ambiente.

As fermentacdes foram conduzidas em erlenmeyer de 250 mL contendo 10g do
substrato, em seguida foram adicionados diferentes volumes de agua estéril até a
seguinte atividade de agua (0,897, 0,961, 0,981 e 0,985), sendo cada um inoculado
com 10’ esporos/grama de substrato. As incubacdes ocorreram em diferentes
tempos de fermentacdo (24 h, 72 h, 120 h e 168 h), todos a 35 T em estufa de
cultura bacteriologica. Finalizado o respectivo tempo de fermentacdo a cada ensaio
foi adicionado 100 mL de agua deionizada estéril, essa suspensdo permaneceu sob
agitacao orbitalar a 30° C por 30 minutos (QUIMIS-Q816M20) a 200 rpm. A remocéao
dos sdlidos suspensos foi efetuada por prensagem mecéanica e o liquido homogéneo
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos (Centribio modelo 80-2B) esse
sobrenadante foi utilizado denominado extrato enzimatico bruto (EEB).

A amilase foi quantificada através da adicdo de 1 mL de uma solucéo
contendo 1% de amido soluvel (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato 0,5 M e pH 7,0
(Vetec) e 1 mL do EEB em tubos de ensaio. Esses foram incubados por 30 minutos
a 37° C em incubadora de bancada com agitacdo orbitalar (Quimis). Os aclcares
redutores produzidos nessa incubacgdo foram quantificados pela reacdo com acido
dinitrosalicilico (MILLER, 1959), onde 1mL desse reagente foi adicionada a 1mL do
extrato enzimatico bruto em banho maria por cinco minutos. Apds este tempo, 0s
tubos foram mantido resfriados a temperatura ambiente. Em seguida adicionaram-se
8 mL de agua destilada a cada tubo e efetuada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (BEL PHOTONICS 2000 UV) a 570 nm. Os acgUcares sao
expressos por glucose equivalente. Uma unidade de enzima € definida como sendo
a quantidade de enzima liberada por 1 umol de aclcar redutor por minuto nas
condi¢des nas condi¢cbes de ensaio.

Foram feitos quatro experimentos diferentes com respectivas atividades de
agua (0,897, 0,961, 0,981 e 0,985), onde cada um foi composto por quatro
tratamentos (24 h, 72 h, 120 h e 168 h). Os dados foram submetidos a analise de
variancia da regressao. Os parametros dos métodos polinomiais foram testados pelo
teste t, considerando 10% de probabilidade para erro tipo I.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Dentre todos os resultados observados (figura 1) a maior producdo enzimatica
obtida (24,98 U/g) foi no tempo de 24 horas e a 0,897 de atividade de agua
enquanto que a menor producdo enzimatica (9,91 U/g) ocorreu no tempo de 168
horas e a 0,985 de atividade de agua.
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FIGURA 1 - Efeito da atividade de 4gua (Aw) e do tempo de fermentagéo
sobre a atividade enzimatica (U/g). (a) Aw = 0,897; (b) Aw =
0,961; (c) Aw = 0,981 e (d) Aw = 0,985.

Os modelos polinomiais de cada atividade enzimatica estdo demonstrados
nas equacoes 1 a 4. Os dados indicam que todos os modelos séo estatisticamente
significativos (P < 0,1).

(Aw = 0,897) Y = - 0,0088x2 + 1,3729x - 3,484 (1)
(Aw = 0,961) Y= - 0,0029x2 + 0,5421x + 14,236 (2)
(Aw = 0,981) Y= - 0,0025x2 + 0,4578x + 17,710 3)
(Aw = 0,985) Y= - 0,0048x2 + 0,7211x + 6,166 (4)

Segundo PALACIOS-CABRERA et al. (2005) o crescimento do fungo A. niger
ndo é afetado por baixos valores de atividades de agua. Valores elevados de
atividade enzimatica nas primeiras horas de fermentacdo podem ser explicados pela
baixa disponibilidade de acgucares redutores da matéria-prima, necessarios para o
desenvolvimento do microrganismo. Essa baixa disponibilidade estimula o
mecanismo de expressdo das enzimas necessarias para geracdo de acUcares
simples.

Independente do tratamento ocorreu uma redugdo na atividade enzimatica em
funcdo do aumento no tempo de fermentacdo e na atividade de agua, conforme
observado na tabela 1.
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TABELA 1 - Percentual de reducédo da atividade de enzima em funcdo do tempo de
fermentacao e da atividade de 4gua (Aw).

Tempo (h) Aw

0,897 0,961 0,981 0,985
24 - - - -
72 6,20 % 5,16 % 3,93 % 25,90 %
120 8,53 % 7,41 % 20,33 % 35,41 %
168 15,97 % 15,04 % 33,05 % 48,47 %

Essa reducédo em funcao do tempo de fermentacdo pode ser explicada devido
ao possivel esgotamento de nutrientes, inibindo o crescimento do fungo e a
excrecdo da enzima, geralmente as enzimas apresentam mecanismo de controle
gue sao estimulados ou inibidos por produtos presentes no meio de cultivo. Os
produtos finais da via metabdlica frequentemente inibide a producédo de enzimas e
sua atividade tende a ser reduza a um valor constante. (ALVA et al.,, 2007;
SHAFIQUE et al.,, 2009). Enquanto que a reducdo da atividade enzimatica em
funcdo do incremento da atividade de agua pode ser explicada através da reducgéo
na porosidade do sistema fermentativo (SANTOS et al., 2011) tendo como
consequencia a redugdo na difusdo de oxigénio e também na dificuldade de
eliminacao de dioxido de carbono pelo fungo filamentoso.

SHAKTIMAY et al. (2010) afirma que acima de 0,981 de atividade de agua ha
tendéncia a um decréscimo da atividade da amilase cultivada em FES utilizando
residuo de mandioca. O declinio pode ser atribuido a menor porosidade, baixa
transferéncia de oxigénio e aeracdo e adsor¢cdo da enzima nas particulas do
substrato, mesma tendéncia observada nesse trabalho.

CONCLUSOES
Esse trabalho demonstrou que € possivel utilizar o farelo de cacau como meio
de cultura para o crescimento do fungo Aspergillus niger visando a producdo de
amilase, as condi¢cdes de cultivo mais favoravel para a maximizacdo da producéao
enzimatica foi em 24 horas de fermentacdo e a 0,897 de atividade de &gua. A
analise de variancia foi estatisticamente significativo a 10% de probabilidade pelo
teste t. O fungo sintetizou a enzima sem a necessidade de qualquer outro indutor ou
suprimento além do farelo de cacau e da agua em diferentes teores, fato que
demonstra a viabilidade de utilizacdo do farelo de cacau como matéria-prima para
bioprocessos.
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