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AMIDO DE MANDIOCA.

Luan da Palma Santos’: Ernesto Acosta Martinez?, Jéssica Passos Carneiro®

1. Bolsista PIBITI/UEFS, Graduando em Engenharia de Alimentos, UEFS, e-mail: luan-palma@hotmail.com
2. Orientador, Departamento de Tecnologia, UEFS, e-mail: ernesto.amartinez@yahoo.com.br
3. Participante do projeto, Graduanda em Engenharia de Alimentos, UEFS, e-mail: je-passos@hotmail.com

PALAVRAS-CHAVE: Amido de mandioca Bacillus subtilis, a-amilases.

INTRODUCAO

O amido é um carboidrato sendo o principal componente de muitos gréos de leguminosas,
representa 70 a 80% da composicdo dos grdos de cereais e estd presente nas raizes e nos
tubérculos. E bastante abundante na natureza, s6 competindo em quantidade com a celulose.
O amido é um polissacarideo heterogéneo, composto de dois polimeros de glicose: a amilase
e a amilopectina, que sdo arranjadas num granulo de tamanho particular relativamente
insolivel em &gua (FRENCH, 1973; GUILBOT & MERCIER, 1985). Devido a suas
propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas, este carboidrato tem grande importancia
nos mais diversos setores industriais. Pode ser utilizado na sua forma natural ou pode, através
de processamentos, dar origem a produtos como amidos modificados, xaropes de glicose,
maltose ou frutose e maltodextrinas (FRANCO et al., 2001; SANABRIA, 2010).

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) ¢ uma planta heliéfila, perene, arbustiva,
pertencente a familia Euphorbiaceae. E bem tolerante a seca e possui ampla adaptacdo as
mais variadas condicbGes de clima e solo. A parte mais importante da plantacdo as raizes
tuberosas, ricas em amido, que sdo utilizadas na alimentacdo humana e animal ou como
matéria-prima para diversas industrias (LORENZI, DIAS, 1993).

O processo de hidrolise pode ser feito de forma acida ou enzimatica, sendo a Gltima a que
apresenta maiores vantagens. Esta hidrolise é desenvolvida pelas enzimas a-amilases e
glicoamilases, que podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana (SANTANA, 2007,
KOBLITZ, 2010). Entre os microrganismos produtores destacam-se as bactérias,
especialmente as do género Bacillus (KONSUOLA, LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2006;
RAJAGOLAPAN, KRISHNAN, 2007). As vantagens do uso de B. subtilis é a réapida e
facilidade de crescimento, alta capacidade de secrecdo e além de ndo serem patogénicos,
sendo assim considerados GRAS (Geralmente considerado como seguro) (MOUNTAIN,
1989)

Inicialmente, a acdo dessas enzimas sobre o amido é rapida uma vez que elas apresentam
muito maior atividade sobre substratos de alta massa molecular, gerando uma mistura de
oligossacarideos de diferentes pesos moleculares, chamada dextrina ou maltodextrina. Em
maiores tempos de reagdo, a-amilases sdo capazes de produzir glicose e maltose a partir de
amilose e dextrina a-limites, a partir de amilopectina (KLOBITZ, 2010).

Esta pesquisa, cujo tema é Producdo de a-amilase e acUcares no cultivo de Bacillus
subtilis em amido de mandioca, tém como objetivo analisar a produg¢do das enzimas a-
amilases e amiloglucosidade e acUcares pela fermentacdo do amido da mandioca pela bactéria
Bacillus subtilis.

MATERIAIS E METODOS

A cepa utilizada foi Bacillus subtilis S499 BH7. Inicialmente foi realizado o cultivo do
microrganismo. Foi preparada uma solucdo de Agar de extrato de malte colocando sobre
aquecimento a 70°C e agitando até dissolu¢do completa em agua, feito isso, 12 tubos de



ensaio foram adicionados com 8 mL de solucdo de aguar de extrato de malte e depois estes
foram esterilizados em autoclave nas condigdes de 121°C (1 atm) durante 15 minutos.

Posteriormente, para a obtencdo de estoque de bactérias, foram realizados repiques dos
microrganismos. Esse procedimento foi realizado em camara laminar e os tubos foram
incubados em estufa a 30°C por 24 horas.

Foram preparadas solugcfes estoque de cada nutriente com concentragdo de 50g/L, sendo
assim calculou-se a massa para preparar solucdes de 50 mL de: peptona, extrato de carne,
cloreto de sodio e extrato de levedura. Preparadas as soluges, estas foram colocadas em
frascos Erlenmeyer de 125 mL que foram posteriormente esterilizados.

A concentracdo celular foi obtida mediante curva de calibragdo (peso seco x absorbancia)
preparada com ceélulas cultivadas em meio sintético. Na cAmara laminar, 0s microrganismos
foram raspados do tubo de ensaio e inseridos no frasco Erlenmeyer de 300 mL os quais foram
colocados em um shaker com agitacao de 200 rpm, 30°C durante 24 horas (Figura 1).

Ap0s as 24 horas de crescimento, a suspensao de células foi submetida a centrifugagdo em
tubos de centrifuga de capacidade de 15 mL, realizando a separacao do nutriente residual. A
massa células foi dissolvida em 10 mL de &gua destilada e esterilizada sendo preparadas
diluicdes (1:100, 1:200, 1:400, 1:500, 1:2000) para realizar a medicdo da absorbancia em
triplicata no espectrofotdmetro Genesys 10 uv em comprimento de onda de 660nm .

Figura 1. Processo de crescimento de Bacillus subtilis em frascos Erlenmeyer com agitacdo de 200 rpm, 30°C, durante 24
horas.

Para a determinacdo do peso seco, colocou-se 1 mL da mesma solucdo de bactérias em 3
cadinhos de porcelana os quais foram colocados em estufa a 105 °C até peso constante (24 h).

As hidrolises foram realizadas utilizando solucGes de fécula de mandioca (60g/L). A
gelatinizacdo do amido foi realizada na temperatura de 80°C durante 30 minutos. Os ensaios
foram realizados frascos Erlenmeyer, dois em pH regulado para 7,0 e dois para 5,0. Cada
frasco com pH diferente, foi adicionado de 0,5 mL e 0,2 mL da cultura de Bacillus subtilis
previamente preparada. Os frascos foram mantidos em agitacdo constante de 200 rpm a 30°C
em um agitador rotatério Incubadora Tecnal. Amostras foram retiradas em tempos de 12, 24,
36, 48 e 60 h e logo em seguida o sobrenadante foi submetido as analises.

Foi determinado o pH; o teor de solidos soluveis (°Brix) com refratdmetro assim como a
concentracdo de acgucares redutores pelo método de Nelson (NELSON, 1944) ao longo do
processo de hidrolise.

RESULTADO E DISCUSSAO
Na Figura 2 apresenta-se um dos repiques de bactérias obtidos. Esses microrganismos
foram utilizados nos ensaios de hidrdlise.



Figura 2. Tubo de ensaio contendo meio de cultura ap6s o repique de Bacillus subtilis ap6s a incubacéo sobre condigdes de
24 horas e 30°C.

A Figura 3 apresenta a curva de calibracdo obtida para determinar a concentracdo de
acucares redutores expressado em glicose.
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Figura 3. Curva absorbancia X Concentracéo de glicose.

A relacdo entre a absorbancia e a concentracdo de acUcares redutores pode ser
apresentada pela equacéo 1:

C = (Abs + 0,0086) / 0,0024 R?=0,9831 1)
Onde: C: concentracdo de aclcares em g/L e Abs é a absorbancia da solucdo de glicose.

O perfil de concentracdo de acucares redutores em funcdo do pH e da concentracéo
inicial de células durante o processo de hidrélise de fécula de mandioca por B. subtilis é
apresentado na Figura 4. Verificam-se maiores valores de concentracdo de acucares redutores
(371 e 400 mg/L) nas condicdes de pH 7,0 e 5,0 e menor concentragdo inicial celular. Maiores
concentragfes de bactérias produziram hidrolisados contendo concentracdes de acucares
redutores menores em 23,6% e 35,17% em pH 7,0 e 5,0, respectivamente. Por outro lado, com
0 uso de maiores concentracdes celulares foi verificada uma perda da atividade enzimatica a
partir das 36 horas de fermentacdo independentemente do pH da solucéo.

Os valores de °Brix dos hidrolisados diminuiram de 3,8 a3,3ede4,0a3,5empH5,0e
7,0, respectivamente com o aumento da concentracdo celular de 0,2 para 0,5 mL. Estes
resultados estdo relacionados com a producédo de agucares redutores.

Os valores de pH das solucdes hidrolisadas atingiram valores ao redor do 4,0 apés 60
h de hidrolise, independentemente das condigdes experimentais utilizadas.
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Figura 4. Perfil de concentragdo de agucares redutores (CAR) obtido durante a hidrdlise de fécula de mandioca por Bacillus
subtilis em funcéo do pH (7,0 e 5,0) e da concentragdo celular (0,2 e 0,5 mL).

CONSIDERACOES FINAIS

O aumento na concentracdo inicial de bactéria na hidrolise de fécula mandioca resultou na
diminuicdo da producdo de aglcares redutores. O uso de menor pH teve efeito positivo no
aumento do processo de sacarificacdo o qual pode estar relacionado com a maior producéao de
enzimas a-amilase pela bactéria Bacillus subtilis.
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