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RESUMO: As amilases constituem um dos 
maiores grupos de enzimas hidrolíticas 
industriais devido a seu largo espectro de 
aplicações industriais. Estas podem ser obtidas 
por fermentação em submersa (FS), com elevada 
atividade, por fontes microbianas. As amilases 
podem ser obtidas por fontes de baixo custo 
como resíduos agroindustriais ricos em indutores 

como amido e maltose, com elevada produção. 
Este trabalho objetiva avaliar o potencial de 
resíduo agroindustrial água de lavagem de 
batatas oriundo de indústria de beneficiamento 
de batatas como substrato por FS para produção 
de enzimas amilolíticas usando microrganismo 
Bacillus subtilis. Foi observado que a diluição 
do substrato aumenta a atividade amilolítica 
e a temperatura e pH tem papel chave na 
otimização. Os extratos com o meio diluído 50 
vezes sob agitação de 100 rpm à 31,0°C, e 
100 vezes diluído sem agitação à 36,0°C, após 
48 horas de fermentação obtiveram a melhor 
atividade enzimática em relação aos demais 
(2,19 U mL-1 e 2,47 U mL-1, respectivamente). 
Além disso, análises físico-químicas do substrato 
demonstraram que este apresenta elevada 
carga orgânica, com quantidade expressiva de 
carboidratos, proteínas e lipídeos, indicando 
que este resíduo tem potencial para produção 
enzimática de baixo custo de diferentes 
hidrolases, além das amilases.
PALAVRAS-CHAVE: Amilases; fermentação 
submersa; Bacillus subtilis; resíduos 
agroindustriais.

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION 
OF ENZIME EXTRACT BY SUBMERSE 

FERMENTATION OF AGROINDUSTRIAL 
RESIDUE

ABSTRACT: Amylases constitute one of the 
major groups of industrial hydrolytic enzymes 
for their broad spectrum of biotechnological 
applications. They can be obtained by submerged 
fermentation with high yields from microbial 
sources. The amylases can be obtained by the 
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fermentation of low-cost sources as agroindustrial wastes with high amounts of inducers 
like starch and maltose with great expression. This work aims to evaluate the potential 
of the washing water of pre-fried potatoes of industrial production, as an agro-waste 
residue as a substrate in submerged fermentation to produce amylolytic enzymes 
using a strain of Bacillus subtillis. It is noted that the dilution of the substrate enhances 
the amylolytic activity, as temperature and pH control are key factors optimization of 
the medium. After 48 hours of fermentation, the extracts of the medium with 50 times 
diluted substrate aerated at 31.0 ° C and the 100 times diluted substrates without 
aeration at 36.0 ° C developed the best enzymatic activity (2.19 U mL-1and 2.47 U mL-1, 
respectively) in the tests. Besides this, physical-chemical analysis demonstrates that 
this residue has a high level of organic compounds like carbohydrates, proteins, and 
lipids indicating this residue has the potential to be applied to low-cost production of 
different hydrolases besides amylases.
KEYWORDS: Amylases, submerged fermentation, Bacillus subtilis, agroindustrial 
wastes.

1 |  INTRODUÇÃO
O amido é um polissacarídeo heterogêneo composto de dois componentes 

de elevada massa molar, denominadas amilose e amilopectina, presentes como 
material de reserva de plantas e de considerável importância na indústria de 
alimentos. Segundo Pires & Mattiazzo (2005), o amido pode ser encontrado em 
efluentes da indústria de vegetais, do amido e derivados de amido, beneficiamento 
da batata e mandioca, como produtoras de batata frita e pré-frita e féculas. Este 
efluente rico em amido, se torna aplicável em estratégias de reuso e valorização 
destes resíduos através de processos fermentativos ou bioconversão. 

O uso de efluentes e resíduos de produção de alimentos como substrato 
em processos fermentativos apresenta-se como alternativa de baixo custo na 
obtenção de compostos de interesse biotecnológico. De acordo com Maiorano et al. 
(1993), a escolha do substrato com ou sem adição de outros nutrientes ou indutores 
e sua forma de pré-tratamento é um fator crítico para o sucesso dos processos 
fermentativos. 

Dentre os compostos de interesse atentam-se a produção por fermentação 
microbiana de enzimas hidrolíticas, tendo como representante as amilases, 
devido a sua larga aplicação em processos de beneficiamento em diversas áreas 
como produção de alimentos e bebidas, sendo produzidas industrialmente por 
microrganismos, como fungos, actinomicetos, bactérias e leveduras. Isto se deve 
a capacidade econômica de produção em massa e facilidade de manipulação dos 
microrganismos para obter enzimas com características desejadas (Naidu, 2013).

Bacillus subtilis é uma bactéria largamente disseminada no meio ambiente, 
presente em águas naturais, solos, fontes termais, rizomas e em matéria orgânica 



 
Sustentabilidade em Ciência e Tecnologia de Alimentos 2 Capítulo 14 156

decomposta. Este tem função essencial no crescimento e sistema imune das 
plantas, portanto diversas cepas tiveram seu material genético completamente 
sequenciado com sucesso, permitindo avanços no entendimento do gênero Bacillus, 
sendo assim considerado um microrganismo modelo em estudos biotecnológicos 
(Earl et al, 2008; Hoch, 2017; Franco-Sierra et al, 2020). 

Na produção enzimática, B. subtilis apresenta larga aplicabilidade, por 
produzir enzimas de interesse industrial como amilases, proteases, celulases, 
lipases e outras, com baixo custo de processo e facilidade de manutenção da cepa 
(Gurung, 2013; Naidu, 2013).

Neste contexto, este trabalho busca a obtenção de extrato enzimático com 
atividade amilolítica, a partir de fermentação submersa utilizando como substrato 
água de lavagem de batatas de indústrias, sem tratamento prévio. A fermentação 
será realizada pela incubação de cepas de Bacillus subtilis, avaliando condições 
de otimização de produção, como pH, concentração de substrato, e aeração do 
meio. O substrato será caracterizado quanto a sua demanda química de oxigênio, 
concentração de carboidratos totais, amido, cloretos, proteínas, lipídeos, fosfato e 
nitrato presentes.

2 |  METODOLOGIA

2.1 Análise química do resíduo industrial
Á água de lavagem de batatas foi coletada do tanque de águas de reuso de 

uma indústria produtora de batata frita no Rio de Janeiro. O material recebido foi 
esterilizado em auto-clave a 121°C e 1 atm por 15 minutos e mantida em frascos de 
vidro em freezer a -18ºC até o experimento. Alíquotas da amostra foram retiradas 
em manobra asséptica para realização da análise química e preparação dos 
fermentadores. 

A dosagem de proteína extracelular total foi realizada conforme o Método de 
Lowry (Lowry, 1951). A análise do teor de amido foi realizada por espectrofotometria 
UV-Visível de acordo com o método de descrito por (Figueira, 2009). Teor de cloreto 
foi obtido via argentometria segundo método preconizado no Manual prático de 
análise de água (FUNASA , 2004). A determinação da concentração de açúcares 
redutores presentes é realizada utilizando pelo método de Miller (1951). O teor de 
fosfatos (031/IV), nitratos(195/IV) e lipídeos (412/IV) através do caderno de análises 
físico-químicas do Instituto Adolfo Lutz (2008). A caracterização da demanda química 
de oxigênio das amostras obtidas foi de acordo com o método de refluxo aberto, 
preconizado no Standard Methods, 20º ed. (APHA/AWWA/WEF,1998).
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2.2 Montagem do fermentador e inóculo
As cepas de Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) foram obtidas 

da coleção do laboratório de microbiologia do Instituto Federal de Educação, 
Ciências e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ-campus Nilópolis). E são mantidas 
em Ágar amilolítico. (2.0 g.L-1 de amido solúvel, 8.0 g.L-1 de NaNO3 e 5.0 g.L-1 de 
NaCl, pH 6.8).

Para o processo fermentativo, utiliza-se culturas inoculadas em Caldo 
amilolítico e incubadas por 24 horas a 36,0ºC. Todos as fermentações foram 
realizadas em frascos cônicos de 125 mL preenchidos até 40% da capacidade pelo 
mosto líquido e tampado com algodão hidrófobo (Figura 1), o fermentador é, então, 
esterilizado em auto-clave a 121ºC e 1 atm por 15 minutos. O substrato foi utilizado 
em três mostos: diluído 50 vezes (2% m/v), diluído 100 vezes (1% m/v) e puro (100% 
m/v). Cada fermentador foi inoculado com o volume suficiente para 5 x 107 UFC.mL1- 

. A contagem foi realizada com o auxílio de uma escala de McFarland.

Figura 1 - Exemplo de fermentador utilizado no trabalho.

Fonte: elaborado pelo autor

2.3 Recuperação do extrato enzimático e contagem de microrganismos
A biomassa foi separada do mosto via microfiltração a vácuo utilizando filtro 

Millipore® de 0,22 μm com 45 mm de diâmetro (Figura 2). Obtendo um extrato 
enzimático livre de células de B.subitilis. O material foi armazenado em tubos de 
ensaio de plástico com tampa de rosca em freezer a -18°C até o momento das 
análises. 
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Figura 2 – Equipamento de filtragem do extrato enzimático

Fonte: elaborado pelo autor.

Antes da extração, toma-se uma alíquota de 1,00 mL do meio fermentativo 
e dilui em solução salina 0,85% m/v estéril para procedimento de contagem de 
microrganismos via spread plate. A amostra é diluída consecutivamente em fator 
de 10 vezes e inoculada em ágar PCA para contagem e incubado a 36,0°C por 
24 horas. Então as colônias desenvolvidas na placa são contadas e relacionadas 
com o volume inoculado para determinação do número de Unidades Formadoras de 
Colônia por mililitro (UFC.mL-1).

2.4 Avaliação da produção e comportamento do microrganismo.
Um experimento de fermentação preliminar foi realizado afim de acompanhar 

o crescimento do microrganismo tal como determinar o tempo de produção ótimo. A 
fermentação foi realizada durante 168 horas utilizando os três mostos desenvolvidos, 
1%, 2% e 100%. Um fermentador também foi preparado sem inóculo para servir 
de controle negativo. Sendo utilizada uma incubadora shaker sem controle de 
temperatura para armazenar o experimento durante sua execução. Foi realizada 
a extração (item 2.3) nos pontos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Cada 
amostra de extrato foi submetida a determinação de Proteínas totais (item 2.1), pH, 
atividade amilolítica (item 2.6) e crescimento microbiano (item 2.3).

2.5 Avaliação da influência da temperatura e aeração
Após a avaliação preliminar de comportamento do microrganismo, foi 

realizado novos experimentos utilizando os fermentadores em incubadora shaker 
(figura 3) em quatro condições distintas: A 31,0°C sem agitação, 31,0°C com 
agitação, 36,0°C sem agitação e 36,0°C com agitação. Essa foi agitação realizada à 
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100 rpm com o objetivo de promover a aeração do meio fermentativo. 

Figura 3 - Incubadora shaker utilizada no trabalho.

Fonte: elaborado pelo autor

2.6 Determinação da atividade enzimática amilolítica
A atividade de enzimas amilolíticas presente no extrato enzimático foi 

determinada segundo Santana (2012), com modificações. Como substrato, utilizou-
se solução de amido solúvel 0,40 % m/v em tampão fosfato-citrato 0,05 M e pH 6,8. 
A reação enzimática é realizada com 1,00 mL de substrato e 0,250 mL de extrato 
enzimático em banho termostático a 70ºC por 15 minutos, a reação é interrompida 
com a adição da solução de 3,5 - dinitrosalicílato (DNS) em meio alcalino (pH 12). 
A dosagem de açucares redutores liberados é determinada pelo método do DNS 
de Miller (1951). O método espectrofotométrico é lido no comprimento de onda de 
570 nm em espectrofotômetro UV/VIS comparando com curva de calibração com 
solução de D-glicose em faixa de 0,02 a 0,2 g/L. A atividade enzimática amilolítica foi 
definida com a quantidade em µmoles de açucares redutores liberados por minuto 
de reação. A unidade usada é U.mL-1. (µmol.min.mL-1).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Análise química do resíduo
Á água de lavagem da batata apresentou consideráveis teores de proteínas, 

fosfatos, nitratos e cloretos em sua análise química, além de amido e açucares 
redutores (tabela 1), indicando que, durante o processo de lavagem, houve o 
rompimento de células vegetais do tubérculo, liberando conteúdo celular. Estes 
nutrientes indicam que o meio é capas de gerar crescimento molecular com 
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produção de enzimas hidrolíticas como amilases, proteases e lipases. A presença 
de carboidratos de menor massa molar como dextrose e maltose tem efeito indutivo 
significativo na produção de amilases (Carvalho, 2008).

O substrato apresentou elevada demanda química de oxigênio (tabela 1), 
indicando matéria orgânica dissolvida. De acordo com a indústria de origem do 
rejeito, o processo de lavagem não utiliza detergentes ou sanitizantes, então esta 
essa demanda deve estar atrelada ao resíduo de solo liberado da batata durante a 
lavagem.

Proteínas totais 1021 mg . L-1

Lipídeos totais 1 g . Kg-1

DQO* 7206 mg . L-1

Açucares redutores 260,6 mg . L-1

Amido 486,6 mg . L-1

PO4
-3 305,4 mg . L-1

NO3
- 131,8 mg . L-1

Cl- 310,9 mg . L-1

(*) Demanda química de oxigênio. 

Tabela 1 – Resultado da análise química da água de lavagem de batata.

Em relação ao pH do meio (tabela 2), há uma pequena variação de acordo 
com a diluição do substrato, mantendo se na faixa ótima, segundo a literatura, para 
produção enzimática de amilases pro bactérias do gênero Bacillus. (Naidu, 2013)

Concentração de substrato no mosto pH
1% m/v 6,50
2% m/v 6,30
100% m/v 6,06

Tabela 2 - Aferição do pH do mosto de fermentação antes de receber o microrganismo.

3.2 Avaliação da produção e comportamento do microrganismo 
Utilizando a água de lavagem como substrato para fermentação submersa, o 

estudo inicial da fermentação em temperatura ambiente. Observa-se que a diluição 
do substrato favorece a produção (gráfico 1), expressando produção máxima em 
72 horas em todas as diluições. Sendo o pico da atividade enzimática do mosto 
com 1% m/v do substrato, (1,96 U.mL-1) 50% maior do que a máxima observada 
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no mosto concentrado (1,29 U.mL-1). Esses dados obtidos estão de acordo com o 
observado na literatura. (Barros et al, 2013; Carvalho et al, 2008; Alariya et al, 2013; 
Sundarapandiyan & Jayalakshmi, 2017).

Gráfico 1 - Atividade enzimática obtida durante o estudo inicial em pontos de coleta por 
7 dias, utilizando o mosto em diversas concentrações sem controle de temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relação ao crescimento do microrganismo (gráfico 2), observa-se que, 
nos mostos contendo o substrato diluído, o crescimento acompanha a produção 
até seu ponto máximo. Após, o crescimento se torna independente da produção 
enzimática, contrariando o esperado da literatura de que o crescimento seguiria a 
produção (Alariya et al, 2013).

Gráfico 2 – Comparação da Atividade enzimática nos dias de coleta com a cinética de 
crescimento do microrganismo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tal comportamento pode estar relacionado com a grande presença de 
outras fontes de carbono no substrato (tabela 1), não limitando o micro organismo a 
apenas a atividade enzimática amilolítica. Contudo, no substrato concentrado, há a 
estagnação do crescimento após a produção máxima podendo indicar uma inibição 
catabólica causada pela concentração excessiva de açucares redutores no meio. 
(Mellouli et al, 2002; Carvalho, 2007).

Analisando o pH do mosto, observa-se que este sofreu um aumento nas 
primeiras 24 horas, continuando em acréscimo no meio concentrado e reduzindo 
nos meios diluídos (tabela 3 e gráfico 3).

Mosto Proteínas totais (mg L-1) pH
1% m/v 10,2 6,50
2% m/v 20,4 6,30

100% m/v 1021 6,06

Tabela 3 - Análise de proteínas totais e pH do mosto antes da fermentação.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na literatura, encontra-se valores de pH ótimo para produção enzimática em 
para cepas de B.subitilis isolados do solo e da água do mar entre pH 7 e 8, com 
a faixa de atividade dessas enzimas sendo de pH 5 a 9 (Sivakumar, et al, 2012; 
Sundarapandiyan & Jayalakshmi, 2017 e Behal et al 2006.).

Gráfico 3 - Comparação da atividade enzimática com o pH obtido no momento da 
coleta.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O pH medido nos pontos de extração indicaram que o pH durante a 
fermentação se manteve próximo a faixa de pH ótima encontrada na literatura para 
a espécie. 

Na tabela 3 e o gráfico 4 pode-se observar que há uma grande carga 
proteica no mosto concentrado, e que esse valor decresce nas primeiras 48 antes 
de expressar ligeiro aumento, indicando que, no meio concentrado, há a preferência 
pela ação proteolítica. Já o aumento da concentração de proteínas nos meios com 
substrato diluído, principalmente nos pontos de maior produção, mostra a secreção 
de enzimas para a obtenção da atividade enzimática correspondente. 

Gráfico 4 – Comparação da atividade enzimática com a concentração de proteínas 
totais obtidas na coleta.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No mosto com 2% de substrato houve o constante aumento da carga proteica 
mesmo com menor atividade amilolitica comparada com o mosto mais diluído 
(gráfico 4), indicando que, nesta diluição ainda há utilização de outras fontes de 
carbono de outras atividades enzimáticas, como proteases e lipases. 
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Gráfico 5 - Comparação do nível de proteínas totais nos ponto de coleta com o pH 
medido

Fonte: Elaborado pelo autor.

No gráfico 5, pode-se observar que, junto com o declínio da carga proteica 
no mosto concentrado, há o aumento do pH indicando a produção de substâncias 
alcalinas, como bases hidrogenadas e aminoácidos. Nos mostos com o substrato 
diluído, no entanto, a diminuição do pH pode ser explicada pela produção de ácidos 
orgânicos pelo provenientes do consumo de açucares de baixo peso molecular 
produzidos pela ação amilolítica. 

3.3 Avaliação da influência da temperatura e aeração
Na literatura, a agitação no mosto é tratada como indutivo na produção 

enzimática (Naidu, 2013), contudo os resultados demonstraram que a agitação 
teve um efeito negativo no mosto mais concentrado, assim como a diminuição da 
produção no primeiro ponto de coleta nos mostos diluídos (gráfico 6 e 7).

Esse efeito pode estar relacionado com o prolongamento da fase de latência 
de crescimento bacteriano provocado pelo estresse causado pelo cisalhamento 
mecânico das células e aumento das interações com as substancias dissolvidas no 
meio. A aeração do mosto se mostrou foi positiva de forma discreta apenas no ponto 
de coleta de 48 horas do mosto contendo o substrato diluído 50 vezes. 2,19 ± 0,17 
U.mL-1 no mosto com aeração e 2,04 ± 0,14 U.mL-1 (gráfico 6). O gráfico 6 também 
demonstra que a fermentação com o mosto 1% m/v se mostrou irregular a 31,0ºC 
sem aeração, gerando dados com elevada dispersão.
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Gráfico 6 - Produção enzimática com temperatura fixada a 31,0ºC sem aeração (Sar) e 
com aeração a 100 rpm (Ar). Atividade em U.mL-1

Fonte: Elaborado pelo autor.

No mosto concentrado a 36,0°C, a agitação aparentemente preveniu a 
repressão catabólica causada pelo excesso de nutrientes de baixo peso molecular 
no meio fazendo que a célula constantemente interagisse com moléculas complexas 
e assim continuando a excreção de enzimas. (gráfico 7).

Gráfico 7 - Produção enzimática com temperatura fixada em 36,0ºC sem aeração (sAr) 
e com aeração a 100 rpm (Ar)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 |  CONCLUSÃO
Após os experimentos e análises desenvolvidos concluiu-se que este mosto 

apresenta potencial elevado para produção de diferentes enzimas hidrolíticas, como 
também outros metabólitos, devido a elevada carga orgânica e nutrientes presentes 
(1021 mg . L-1 de proteínas, 260,6 mg . L-1 de Amido, 260,6 mg . L-1 e demanda 
química de oxigênio de 7206 mg . L-1), além do baixo custo atrelado a este.

O experimento preliminar confirmou o potencial do substrato com uma 
atividade enzimática de até 1,29 U.mL-1. Entretanto, a diluição do meio se mostrou 
essencial para garantir a máxima produção dos microrganismos, atingindo a 
atividade de 1,96 U.mL-1 no mosto mais diluído. (1% m/v de substrato). A fixação 
da temperatura proporcionou uma redução no tempo do pico de produção de 
enzimas de 72 para 48 horas, porém também se observou o prolongamento da fase 
de latência do crescimento, não sendo possível observar atividade enzimática no 
ponto de 24 horas. A condição de temperatura de 31,0°C se mostrou positiva para 
o substrato diluído 50 vezes (2% m/v) (2,04 ± 0,14 U.mL-1) enquanto o substrato 
diluído 100 vezes (1% m/v) proporcionou o melhor aproveitamento na condição de 
36,0°C, com a maior produção observada no estudo, 2,47 ± 0,23 U.mL-1. A aeração 
do mosto não se mostrou tão positiva quanto encontrado na literatura, tendo apenas 
ligeira vantagem no mosto 2% m/v a 31,0°C (2,19 ± 0,17 U.mL-1). Porém a aeração, 
na condição de 36,0°C preveniu a queda na produção causada por repressão 
catabólica. 

Os dados apresentados demonstram o grande potencial desse resíduo 
industrial, mesmo diluído, permitindo uma grande produção de enzimas por litro de 
rejeito industrial. 
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