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RESUMO: As amilases constituem um dos
maiores grupos de enzimas hidroliticas
industriais devido a seu largo espectro de
aplicacdes industriais. Estas podem ser obtidas
por fermentagcdo em submersa (FS), com elevada
atividade, por fontes microbianas. As amilases
podem ser obtidas por fontes de baixo custo
como residuos agroindustriais ricos em indutores
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como amido e maltose, com elevada producéao.
Este trabalho objetiva avaliar o potencial de
residuo agroindustrial agua de lavagem de
batatas oriundo de industria de beneficiamento
de batatas como substrato por FS para produgéo
de enzimas amiloliticas usando microrganismo
Bacillus subtilis. Foi observado que a diluicao
do substrato aumenta a atividade amilolitica
e a temperatura e pH tem papel chave na
otimizacdo. Os extratos com o meio diluido 50
vezes sob agitacdo de 100 rpm a 31,0°C, e
100 vezes diluido sem agitacdo a 36,0°C, apds
48 horas de fermentagdo obtiveram a melhor
atividade enzimatica em relagdo aos demais
(2,19 U mL" e 2,47 U mL", respectivamente).
Além disso, andlises fisico-quimicas do substrato
demonstraram que este apresenta elevada
carga organica, com quantidade expressiva de
carboidratos, proteinas e lipideos, indicando
que este residuo tem potencial para produgéo
enzimatica de baixo custo de diferentes
hidrolases, além das amilases.
PALAVRAS-CHAVE: Amilases;
submersa,; Bacillus subtilis;
agroindustriais.

fermentacao
residuos

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 vyields 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'and 2.47 U mL",
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.

11 INTRODUGAO

O amido é um polissacarideo heterogéneo composto de dois componentes
de elevada massa molar, denominadas amilose e amilopectina, presentes como
material de reserva de plantas e de consideravel importancia na industria de
alimentos. Segundo Pires & Mattiazzo (2005), o amido pode ser encontrado em
efluentes da industria 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 aplicavel em estratégias de reuso e valorizagao
destes residuos através de processos fermentativos ou bioconversao.

O uso de efluentes e residuos de producdo de alimentos como substrato
em processos fermentativos apresenta-se como alternativa de baixo custo na
obtencéo de compostos de interesse biotecnoldgico. De acordo com Maiorano et al.
(1993), a escolha do substrato com ou sem adi¢é@o de outros nutrientes ou indutores
e sua forma de pré-tratamento é um fator critico para o sucesso dos processos
fermentativos.

Dentre os compostos de interesse atentam-se a producédo por fermentagcéo
microbiana de enzimas hidroliticas, tendo como representante as amilases,
devido a sua larga aplicagdo em processos de beneficiamento em diversas areas
como producdo de alimentos e bebidas, sendo produzidas industrialmente por
microrganismos, como fungos, actinomicetos, bactérias e leveduras. Isto se deve
a capacidade econdémica de produgdo em massa e facilidade de manipulagédo dos
microrganismos para obter enzimas com caracteristicas desejadas (Naidu, 2013).

Bacillus subtilis € uma bactéria largamente disseminada no meio ambiente,
presente em aguas naturais, solos, fontes termais, rizomas e em matéria organica
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decomposta. Este tem fungdo essencial no crescimento e sistema imune das
plantas, portanto diversas cepas tiveram seu material genético completamente
sequenciado com sucesso, permitindo avancgos no entendimento do género Bacillus,
sendo assim considerado um microrganismo modelo em estudos biotecnolégicos
(Earl et al, 2008; Hoch, 2017; Franco-Sierra et al, 2020).

Na producédo enzimatica, 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 manutencéo da cepa
(Gurung, 2013; Naidu, 2013).

Neste contexto, este trabalho busca a obtencéo de extrato enzimético com
atividade amilolitica, a partir de fermentacao submersa utilizando como substrato
agua de lavagem de batatas de indUstrias, sem tratamento prévio. A fermentacao
sera realizada pela incubacé@o de cepas de Bacillus subtilis, avaliando condicdes
de otimizagdo de producdo, como pH, concentracdo de substrato, e aeracado do
meio. O substrato sera caracterizado quanto a sua demanda quimica de oxigénio,
concentracédo de carboidratos totais, amido, cloretos, proteinas, lipideos, fosfato e

nitrato presentes.

21 METODOLOGIA

2.1 Analise quimica do residuo industrial

A agua de lavagem de batatas foi coletada do tanque de aguas de reuso de
uma industria 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 -18°C até o experimento. Aliquotas da amostra foram retiradas
em manobra asséptica para realizacdo da andlise quimica e preparacdo dos
fermentadores.

A dosagem de proteina extracelular total foi realizada conforme o Método de
Lowry (Lowry, 1951). A analise do teor de amido foi realizada por espectrofotometria
UV-Visivel de acordo com o método de descrito por (Figueira, 2009). Teor de cloreto
foi obtido via argentometria segundo método preconizado no Manual pratico de
andlise de 4gua (FUNASA , 2004). A determinacdo da concentracdo de acucares
redutores presentes é realizada utilizando pelo método de Miller (1951). O teor de
fosfatos (031/1V), nitratos(195/1V) e lipideos (412/1V) através do caderno de andlises
fisico-quimicas do Instituto Adolfo Lutz (2008). A caracterizacdo da demanda quimica
de oxigénio das amostras obtidas foi de acordo com o método de refluxo aberto,
preconizado no Standard Methods, 20° ed. (APHA/AWWA/WEF,1998).
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2.2 Montagem do fermentador e inéculo

As cepas de Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) foram obtidas
da colegdo do laboratério de microbiologia do Instituto Federal de Educagéo,
Ciéncias e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ-campus Nildpolis). E sao mantidas
em Agar amilolitico. (2.0 g.L" de amido solGvel, 8.0 g.L"' de NaNO, e 5.0 g.L" de
NaCl, pH 6.8).

Para o processo fermentativo, utiliza-se culturas inoculadas em Caldo
amilolitico e incubadas por 24 horas a 36,0°C. Todos as fermentacbes foram
realizadas em frascos conicos de 125 mL preenchidos até 40% da capacidade pelo
mosto liquido e tampado com algodao hidréfobo (Figura 1), o fermentador é, entéo,
esterilizado em auto-clave a 121°C e 1 atm por 15 minutos. O substrato foi utilizado
em trés mostos: diluido 50 vezes (2% m/v), diluido 100 vezes (1% m/v) e puro (100%
m/v). Cada fermentador foi inoculado com o volume suficiente para 5 x 107 UFC.mL"
. A contagem foi realizada com o auxilio de uma escala de McFarland.

Figura 1 - Exemplo de fermentador utilizado no trabalho.

Fonte: elaborado pelo autor

2.3 Recuperacao do extrato enzimatico e contagem de microrganismos

A biomassa foi separada do mosto via microfiltragéo a vacuo utilizando filtro
Millipore® de 0,22 um com 45 mm de didmetro (Figura 2). Obtendo um extrato
enzimatico livre de células de B.subitilis. O material foi armazenado em tubos de
ensaio de plastico com tampa de rosca em freezer a -18°C até o momento das
andlises.
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Figura 2 — Equipamento de filtragem do extrato enzimatico

Fonte: elaborado pelo autor.

Antes da extracédo, toma-se uma aliquota de 1,00 mL do meio fermentativo
e dilui em solucao salina 0,85% m/v estéril para procedimento de contagem de
microrganismos via spread plate. A amostra é diluida consecutivamente em fator
de 10 vezes e inoculada em agar PCA para contagem e incubado a 36,0°C por
24 horas. Entdo as colénias desenvolvidas na placa sdo contadas e relacionadas
com o volume inoculado para determinagcéo do nimero de Unidades Formadoras de
Colbnia por mililitro (UFC.mL").

2.4 Avaliacao da producao e comportamento do microrganismo.

Um experimento de fermentacao preliminar foi realizado afim de acompanhar
o crescimento do microrganismo tal como determinar o tempo de producéo 6timo. A
fermentagéao foi realizada durante 168 horas utilizando os trés mostos desenvolvidos,
1%, 2% e 100%. Um fermentador também foi preparado sem inéculo para servir
de controle negativo. Sendo utilizada uma incubadora shaker sem controle de
temperatura para armazenar o experimento durante sua execucdo. Foi realizada
a extraca@o (item 2.3) nos pontos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Cada
amostra de extrato foi submetida a determinagéo de Proteinas totais (item 2.1), pH,
atividade amilolitica (item 2.6) e crescimento microbiano (item 2.3).

2.5 Avaliacao da influéncia da temperatura e aeracéao

Ap6s a avaliagdo preliminar de comportamento do microrganismo, foi
realizado novos experimentos utilizando os fermentadores em incubadora shaker
(figura 3) em quatro condi¢des distintas: A 31,0°C sem agitagéo, 31,0°C com
agitacao, 36,0°C sem agitacédo e 36,0°C com agitacdo. Essa foi agitagéo realizada a
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100 rpm com o objetivo de promover a aeragédo do meio fermentativo.

Figura 3 - Incubadora shaker utilizada no trabalho.

Fonte: elaborado pelo autor

2.6 Determinacao da atividade enzimatica amilolitica

A atividade de enzimas amiloliticas presente no extrato enzimatico foi
determinada segundo Santana (2012), com modificagbes. Como substrato, utilizou-
se solugéo de amido soluvel 0,40 % m/v em tampé&o fosfato-citrato 0,05 M e pH 6,8.
A reacdo enzimatica é realizada com 1,00 mL de substrato e 0,250 mL de extrato
enzimatico em banho termostatico a 70°C por 15 minutos, a reag¢ao é interrompida
com a adi¢aéo da solugéo de 3,5 - dinitrosalicilato (DNS) em meio alcalino (pH 12).
A dosagem de agucares redutores liberados é determinada pelo método do DNS
de Miller (1951). O método espectrofotométrico é lido no comprimento de onda de
570 nm em espectrofotdbmetro UV/VIS comparando com curva de calibragdo com
solugéo de D-glicose em faixa de 0,02 a 0,2 g/L. A atividade enzimatica amilolitica foi
definida com a quantidade em pymoles de agucares redutores liberados por minuto
de reacgédo. A unidade usada é U.mL™" (umol.min.mL").

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise quimica do residuo

A agua de lavagem da batata apresentou consideraveis teores de proteinas,
fosfatos, nitratos e cloretos em sua analise quimica, além de amido e agucares
redutores (tabela 1), indicando que, durante o processo de lavagem, houve o
rompimento de células vegetais do tubérculo, liberando contetdo celular. Estes

nutrientes indicam que o meio é capas de gerar crescimento molecular com
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producéo de enzimas hidroliticas como amilases, proteases e lipases. A presenca
de carboidratos de menor massa molar como dextrose e maltose tem efeito indutivo
significativo na produgéo de amilases (Carvalho, 2008).

O substrato apresentou elevada demanda quimica de oxigénio (tabela 1),
indicando matéria organica dissolvida. De acordo com a industria de origem do
rejeito, o processo de lavagem ndo utiliza detergentes ou sanitizantes, entéo esta
essa demanda deve estar atrelada ao residuo de solo liberado da batata durante a
lavagem.

Proteinas totais 1021 mg . L

DQO* 7206 mg . L’

Amido 486,6 mg . L

NO - 131,8 mg. L’

3

(*) Demanda quimica de oxigénio.
Tabela 1 — Resultado da analise quimica da agua de lavagem de batata.
Em relagéo ao pH do meio (tabela 2), ha uma pequena variagcao de acordo

com a diluicdo do substrato, mantendo se na faixa 6tima, segundo a literatura, para
producao enzimatica de amilases pro bactérias do género Bacillus. (Naidu, 2013)

Concentracao de substrato no mosto pH

2% m/v 6,30

Tabela 2 - Aferigdo do pH do mosto de fermentagédo antes de receber o microrganismo.

3.2 Avaliacao da producao e comportamento do microrganismo

Utilizando a 4gua de lavagem como substrato para fermentagdo submersa, o
estudo inicial da fermentacao em temperatura ambiente. Observa-se que a diluicdo
do substrato favorece a producédo (gréafico 1), expressando produgcdo maxima em
72 horas em todas as diluicbes. Sendo o pico da atividade enzimatica do mosto
com 1% m/v do substrato, (1,96 U.mL") 50% maior do que a maxima observada
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no mosto concentrado (1,29 U.mL"). Esses dados obtidos estdo de acordo com o
observado na literatura. (Barros et al, 2013; Carvalho et al, 2008; Alariya et al, 2013;
Sundarapandiyan & Jayalakshmi, 2017).
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=
Q
% 0.50 0 27‘ I I I
@©
)
.‘Z_' 0.00
< 120 144

Tempo de fermenta(;ao (horas)
®1% mlv de substrato 2% m/v de substrato ®100% m/v de substrato

Gréfico 1 - Atividade enzimatica obtida durante o estudo inicial em pontos de coleta por
7 dias, utilizando o mosto em diversas concentracbes sem controle de temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagdo ao crescimento do microrganismo (grafico 2), observa-se que,
nos mostos contendo o substrato diluido, o crescimento acompanha a produgéo
até seu ponto maximo. Apds, o crescimento se torna independente da producao
enzimatica, contrariando o esperado da literatura de que o crescimento seguiria a
producao (Alariya et al, 2013).

_ 250 1.0E+13 2
= 5
E Biip 1.0E+12E
2 1.0E+11 g
S 1.50 1.0E+10 § 2
.g _g £
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g R l 1.0E+07
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Tempo de fermentacao (horas)
mmm 1% miv de substrato mmm 2% miv de substrato = 100% m/v de substrato
——1% miv de substrato ——2% miv de substrato ——100% m/v de substrato

Grafico 2 — Comparagao da Atividade enzimética 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 presenca de
outras fontes de carbono no substrato (tabela 1), ndo limitando o micro organismo a
apenas a atividade enzimatica amilolitica. Contudo, no substrato concentrado, héa a
estagnacgéo do crescimento ap6s a produgdo maxima podendo indicar uma inibi¢cdo
catabodlica causada pela concentracao excessiva de acucares 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 diluidos (tabela 3 e gréfico 3).

Mosto Proteinas totais (mg L") pH

2% m/iv 20,4 6,30

Tabela 3 - Andlise de proteinas totais e pH do mosto antes da fermentacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na literatura, encontra-se valores de pH 6timo para producéo enzimatica em
para cepas de B.subitilis isolados do solo e da agua 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.).

:}
(4]
o
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§1.50 =700
E : 6.00%
£1.00
L 4.00
3
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Z0.00 0.00
Tempo de fermentagao (horas)
mmm 1% m/v de substrato 2% m/v de substrato s 100% m/v de substrato
1% m/v de substrato 2% mlv de substrato ——100% m/v de substrato

Grafico 3 - Comparacéo da atividade enzimatica com o pH obtido no momento da
coleta.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O pH medido nos pontos de extragdo indicaram que o pH durante a
fermentagdo se manteve proximo a faixa de pH étima encontrada na literatura para
a espécie.

Na tabela 3 e o grafico 4 pode-se observar que ha 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, h& a preferéncia
pela acdo proteolitica. Ja o aumento da concentracao de proteinas nos meios com
substrato diluido, principalmente nos pontos de maior producdo, mostra a secregéo
de enzimas para a obtengao da atividade enzimatica correspondente.

~2.50 525 1,000
:E' 236 242 i

2.00
=) 148 129 = 2
81.50 Lt 100 b
= o]
] d

=]
£1.00 s
c 10 ®
o £
g 0.50 . %
© =
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S0 I 1
< 24 48 72
Tempo de fermentacgao (horas)
= 1% miv de substrato = 2% m/v de substrato 100% miv de substrato
——1% miv de substrato —— 2% m/v de substrato 100% miv de substrato

Grafico 4 — Comparagéo da atividade enzimatica com a concentragéo de proteinas
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 diluido
(gréfico 4), indicando que, nesta diluicdo ainda ha utilizacdo de outras fontes de
carbono de outras atividades enzimaticas, como proteases e lipases.
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Grafico 5 - Comparagéo do nivel de proteinas totais nos ponto de coleta com o pH
medido

Fonte: Elaborado pelo autor.

No grafico 5, pode-se observar que, junto com o declinio da carga proteica
no mosto concentrado, ha o aumento do pH indicando a producdo de substancias
alcalinas, como bases hidrogenadas e aminoécidos. Nos mostos com o substrato
diluido, no entanto, a diminuicdo do pH pode ser explicada pela producao de &acidos
orgénicos pelo provenientes do consumo de agucares de baixo peso molecular
produzidos pela agéo amilolitica.

3.3 Avaliacao da influéncia da temperatura e aeracéo

Na literatura, a agitacdo no mosto € tratada como indutivo na produgéo
enzimatica (Naidu, 2013), contudo os resultados demonstraram que a agitagédo
teve um efeito negativo no mosto mais concentrado, assim como a diminui¢cao da
producéo no primeiro ponto de coleta nos mostos diluidos (gréafico 6 e 7).

Esse efeito pode estar relacionado com o prolongamento da fase de laténcia
de crescimento bacteriano provocado pelo estresse causado pelo cisalhamento
mecénico das células e aumento das interacdes com as substancias dissolvidas no
meio. A aeragdo do mosto se mostrou foi positiva de forma discreta apenas no ponto
de coleta de 48 horas do mosto contendo o substrato diluido 50 vezes. 2,19 = 0,17
U.mL" no mosto com aeracgéo e 2,04 + 0,14 U.mL" (grafico 6). O grafico 6 também
demonstra que a fermentagdo com o mosto 1% m/v se mostrou irregular a 31,0°C

sem aeracédo, gerando dados com elevada disperséo.
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Gréfico 6 - Produgdo enzimética com temperatura fixada a 31,0°C sem aeragao (Sar) e
com aeragéo a 100 rpm (Ar). Atividade em U.mL"

Fonte: Elaborado pelo autor.

No mosto concentrado a 36,0°C, a agitacdo aparentemente preveniu a
repressao catabolica causada pelo excesso de nutrientes de baixo peso molecular
no meio fazendo que a célula constantemente interagisse com moléculas complexas
e assim continuando a excre¢éo de enzimas. (grafico 7).
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Grafico 7 - Produgéo enzimatica com temperatura fixada em 36,0°C sem aeracgao (sAr)
e com aeracdo a 100 rpm (Ar)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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41 CONCLUSAO

ApOs os experimentos e anélises desenvolvidos concluiu-se que este mosto
apresenta potencial elevado para producéo de diferentes enzimas hidroliticas, como
também outros metabdlitos, devido a elevada carga orgénica e nutrientes presentes
(1021 mg . L' de proteinas, 260,6 mg . L' de Amido, 260,6 mg . L' e demanda
quimica de oxigénio de 7206 mg . L"), além do baixo custo atrelado a este.

O experimento preliminar confirmou o potencial do substrato com uma
atividade enzimatica de até 1,29 U.mL™". Entretanto, a diluicdo do meio se mostrou
essencial para garantir a maxima produgdo dos microrganismos, atingindo a
atividade de 1,96 U.mL" no mosto mais diluido. (1% m/v de substrato). A fixacao
da temperatura proporcionou uma redug¢do no tempo do pico de producédo de
enzimas de 72 para 48 horas, porém também se observou o prolongamento da fase
de laténcia do crescimento, ndo sendo possivel observar atividade enzimatica no
ponto de 24 horas. A condicédo de temperatura de 31,0°C se mostrou positiva para
o substrato diluido 50 vezes (2% m/v) (2,04 + 0,14 U.mL") enquanto o substrato
diluido 100 vezes (1% m/v) proporcionou o melhor aproveitamento na condicédo de
36,0°C, com a maior produgéo observada no estudo, 2,47 + 0,23 U.mL"". A aeragéo
do mosto nao se mostrou tao positiva quanto encontrado na literatura, tendo apenas
ligeira vantagem no mosto 2% m/v a 31,0°C (2,19 + 0,17 U.mL""). Porém a aeracao,
na condicao de 36,0°C preveniu a queda na produ¢do causada por repressao
catabodlica.

Os dados apresentados demonstram o grande potencial desse residuo
industrial, mesmo diluido, permitindo uma grande producado de enzimas por litro de
rejeito industrial.

REFERENCIAS

ALARIYA, S. S.; SETHI S; GUPTA S. AND GUPTA, B. L. Amylase Activity of Starch
Degrading Bacteria Isolated from Soil. International Journal of Current Microbiology and
Applied Sciences, v. 8, n° 04, p. 659-671, 2019. DOI: 10.20546/ijicmas.2019.804.071.

APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION). Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. 20° ed. Washington (USA),1998, 1162 p.

CARVALHO, R. V. CORREA, T. L. R.; DASILVA, J. C. M.; VIANA, A. P.; MARTINS, M. L. L.
Otimizagao das condi¢des de cultivo para a producao de amilases pelo termofilico
Bacillus sp. e hidrolise de amidos pela acao da enzima. Ciencia e Tecnologia de Alimentos,
v. 28, n. 2, p. 380-386, 2008. DOI: 10.1590/S0101-20612008000200017.

CARVALHO, R. V. Producao e caracterizacao de a-amilase por bacillus sp. Smia-2
termofilico utilizando proteinas do soro de leite, e algumas aplicagdes da enzima. Tese de
Doutorado. UENF, Campo dos Goytacazes 2007.

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 14




EARL, A. M.; LOSICK, R.; KOLTER, R. Ecology and genomics of Bacillus subtilis. Trends in
microbiology, v. 16, n. 6, p. 269-275, 2008.

FIGUEIRA, J. A. Determinacao e caracterizacdao de amido em cana-deacucar e adequacao
de metodologia para determinacao de alfa-amilase em acgucar bruto. Dissertagéo de
Mestrado. UNICAMP: Faculdade de Engenharia de Alimentos, Campinas, p. 21-22, 2009.

FRANCO-SIERRA, N. D.; POSADA, L. F.; SANTA-MARIA, G.; ROMERO-TABAREZ, M;
VILLEGAS-ESCOBAR, V.; ALVAREZ, J. C. Bacillus subtilis EA-CB0575 genome reveals
clues for plant growth promotion and potential for sustainable agriculture. Functional &
Integrative Genomics, p. 1-15, 2020.

FUNASA - Fundacdo Nacional de Saude. Manual pratico de analise de agua. 1° ed., Brasilia,
p. 44-49, 2004.

GURUNG, N.; RAY, S.; BOSE, S.; RAI, V. A Broader View: Microbial Enzymes and Their
Relevance in Industries, Medicine, and Beyond. BioMed Research International, v. 2013, 18
p., 2013. https://doi.org/10.1155/2013/329121

HOCH, J. A. A Life in Bacillus subtilis Signal Transduction . Annual Review of Microbiology,
v. 71, no 1, p. 1-19, 2017. DOI: 10.1146/annurev-micro-030117-020355.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analises de alimentos. 4° ed.
(12 ed. digital.) Sdo Paulo: Secretaria de Estado da Saude - Coordenadoria de Controle de
Doencas,. p.115, 355-357, 366, 802-804, 2008.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein measurement
with folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry, n. 193 ed. 1, p. 265-275, 1951. .

MAIORANO, A.E. Fermentacao em substrato semi-sélido. IN: SEMINARIO NACIONAL DE
TECNOLOGIA ENZIMATICA. Resumo do evento. Rio de Janeiro, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, p.52-54, 1993.

MELLOULI, L.; KARRAY-REBAI, |.; BEJAR, S. Construction of a-amylase-producing strains
not subject to carbon catabolite repression. FEMS Microbiology Letters, [s.l.], v. 206, n° 2, p.
157-162, 2002. DOI: 10.1016/S0378-1097(01)00520-1.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analitycal Chemistry, 31(3), p. 426-428,1959

NAIDU, M. A. Bacterial Amylase A Review. International Journal of Pharmaceutical &
Biological Archive, [s.l.], v. 4, no 2, p. 274—287, 2013. ISBN: 0976-3333.

PIRES, A. M. M. & MATTIAZZO, M. E. M. Efluentes da industria processadora de batata x
preservacao do meio ambiente: énfase no uso agricola de residuos. Associagdo Brasileira
da Batata, Pouso Alegre, p. 9-21, 2005.

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 14



https://doi.org/10.1155/2013/329121

SIVAKUMAR, T.; SHANKAR, T.; VIJAYABASKAR, P.; MUTHUKUMAR, J.; Nagendrakannan,
E. Amylase Production Using Bacillus cereus Isolated from a Vermicompost Site.
International Journal of Microbiological Research, v. 3, n. 2, p. 117-123, 2012. DOI: 10.5829/
idosi.ijmr.2012.3.2.61284.

SUNDARAPANDIYAN, B.; JAYALAKSHMI, S. Isolation, screening and optimization of
amylase production by a marine bacterium Bacillus subtilis SJ33. International Journal of
Advanced Research in Biological Sciences, v. 4, ed. 12, p. 8-13, 2017.

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 14 m



iNDICE REMISSIVO

A

Acidez total 147,169, 170, 171,172, 173,174, 175, 178, 179
Acidos graxos 1, 2, 4, 5, 7, 81

Agrotoxicos 33, 34, 107, 108, 109

Agua do mar 162

Alginato de sédio 126, 128, 131

Alimento funcional 67, 75, 76

Alimentos alergénicos 19, 21, 22, 23, 25, 29, 30, 31, 32
Alimentos dietéticos 79

Amilases 154, 155, 156, 160, 166

Antibacteriano 56

Antioxidante 7, 56, 57, 59, 60, 62, 63

Arctium lappa 56, 57, 63, 64, 65

Areas degradadas 112, 114, 125

Arroz 21, 39, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 53, 54, 55, 150

B

Bacillus subtilis 154, 155, 156, 157, 167, 168
Bananeira 142, 144, 145, 146, 147, 150, 152, 153

C

CMC 169, 170, 171,172,173, 174, 175, 176, 178, 179
Combustiveis 142, 143, 150
Contaminantes 28, 53, 103, 107, 108, 110, 136

D

Doces de frutas 93
E

Edulcorantes 79, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 91, 92
Efluentes agroindustriais 44, 50, 53

Empanado 194

Estabilizacao tartarica 169, 171, 172, 174,175, 178, 179

Etanol 59, 62, 64, 70, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153,
170

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 indice Remissivo




F

Feijao 33, 34, 35, 39, 40, 41

Fermentacéo submersa 154, 156, 160

G

Gastronomia Brasileira 33

Gendtipos de cafés 1,2,5,6,7

Intolerancia alimentar 19, 20, 22, 23, 26, 27, 28, 31

J

Jucara 79, 80, 81, 83, 84, 85, 88, 89, 90, 91, 92

L

Liofilizacdo 66, 67, 68, 69, 73, 74, 75, 76, 78

M

Maceragcéo 47, 48, 56, 58, 60, 61, 62, 63

Mandioca 33, 34, 35, 36, 38, 39, 41, 42, 155

Maricultura 180, 185

Matérias estranhas 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 105, 106
Mel 82,107,108, 109, 110, 112, 113, 114, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 125
Microencapsulagado 126, 128, 130, 131, 132, 136, 138, 140
Microscopia 93, 99, 100, 101, 106

Milho 12, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 41, 42, 82, 150

N

Nutricdo 19, 23, 33, 67, 69, 78, 92, 127, 129

o)

Oleo 11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 96, 102, 121
P

Parboilizagéo 44, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 55

Ph 47, 48, 52, 76, 81, 83, 85, 127, 131, 132, 136, 140, 145, 146, 154, 155, 156, 157,
158, 159, 160, 162, 163, 164, 169, 170, 172, 173, 174,175, 178, 179

Polen 19, 20, 112, 113, 118, 121, 123, 124
Probiéticos 126, 127, 128, 132, 137, 140, 141

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 indice Remissivo m



R

Reciclagem 10, 11,12, 15, 17, 144
Residuos agroindustriais 49, 154
Residuos liquidos 44

Riscos a saude 94, 105, 107, 136
RMN 1,2,3,4,5,7

S

Sabéo ecologico 10, 11,12, 13, 14, 15, 18

Seguranga de alimentos 107

Selecao genética 1

Sensorial 79, 80, 83, 84, 87, 170, 194, 195, 198, 199, 200, 204, 205
Suplementacdo 67, 75

Sustentabilidade 2, 8, 11, 17, 79, 80

T

Tratamento anaerdbio 44, 52, 53
U

Ultrassom 56, 58, 60, 61, 62, 63

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 indice Remissivo m



SUSTENTABILIDADE EM CIENCIA E
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 2

www.atenaeditora.com.br &
contato@atenaeditora.com.br =
@atenaeditora ©
www.facebook.com/atenaeditora.com.br £

[Atena

Ano 2020



SUSTENTABILIDADE EM CIENCIA E
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS 2

www.atenaeditora.com.br &
contato@atenaeditora.com.br =
@atenaeditora ©
www.facebook.com/atenaeditora.com.br £

[Atena

Ano 2020





