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SELECAO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE p- CICLODEXTRINA
GLICOSILTRANSFERASE E (B-CGTASE) E SEU POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

RESUMO
Physalis ¢ um género boténico da familia Solanaceae, originario de regides de

clima tropical e subtropical, presente principalmente na America Latina, com
caracteristicas rasticas no seu cultivo e de facil producdo. O fruto da Physalis € muito
comercializado na Colémbia e México, com diversos produtos indo desde seu consumo
in natura até produtos processados como chas e bebidas fermentadas. Pouco se conhece
sobre sua microbiota endofitica e seu papel nas propriedades benéficas da Physalis. As
bactérias endofiticas contribuem para a promocdo do crescimento vegetal através da
fixac&o bioldgica do nitrogénio, da producdo de horménios e enzimas, de antibidticos e
outros metabolitos secundarios de interesse farmacoldgico, além de também poderem
atuar como biocontroladores de pragas. Dentre as enzimas produzidas podemos destacar
as fosfatases, peptidases e amilases. A grande familia das amilases envolve uma série de
enzimas que atuam em substratos amilaceos, como a mandioca, o trigo, entre outros,
transformando-os em glucose, com destaque para as o-amilases, as B-amilases, as
pululanases, as ciclodextrina glicosiltransferases entre outras. Sabe-se que a regido
Norte do pais, com destaque para o estado do Pard, se destaca por ser um dos maiores
produtores nacionais de mandioca, gerando uma quantidade significativa de residuos
oriundos do seu processamento, como € o caso do residuo crueira, 0 qual ainda pode
conter até 80% de amido em sua composicdo. Desta forma o presente trabalho objetivou
avaliar o potencial amilolitico de bactérias endofiticas isoladas de diferentes areas da
planta Physalis angulata. 23 linhagens de bactérias isoladas da Physalis foram testadas
quanto sua capacidade de produzir enzimas amiloliticas em meio sélido contendo
substrato amilaceo. Apos incubacdo a 35°C / 48 horas, a atividade enzimatica foi
detectada apds adicdo de solugio Vermelho Congo e o indice Enzimatico (IE)
determinado. As linhagens mais promissoras apresentaram IE para a p-CGTase de
4,60+0,31 (linhagem L), 3,4+0,5 (linhagem C) e 2,67+0,44 (linhagem Q). Essas
linhagens foram entdo crescidas em meio de sais contendo crueira como principal fonte
de carbono e as atividades de a-amilase, B-amilase e B-CGTase determinadas. Os
valores maximos observados para a atividade de a-amilase foram 5,53 U/mL (C), 4,83
U/mL (L) e 5,08 U/mL (Q), enquanto que para f-amilase 0,904 U/mL (C), 0,834 U/mL
(L) e 0,469 U/mL (Q). J& a atividade de B-CGTase atingiu valores de 6,37U/mL (C),
6,29U/mL (L) e 6,36 (Q). Assim, os resultados obtidos sugerem que as bactérias
endofiticas de Physalis angulata foram capazes de produzir enzimas do complexo
amilolitico, como as enzimas o- e B- amilases, bem como a enzima B-CGTase
utilizando o residuo crueira, do processamento da mandioca, como substrato de baixo
custo. O objetivo central do presente trabalho € tracas metas para selecionar bactérias
endofiticas da planta Physalis angulata, capazes de produzir amilases e avaliar sua
capacidade em produzir essas enzimas por fermentacdo submersa utilizando
subprodutos agricolas da cultura da mandioca.

Palavras-chave: B-CGTase, amilases, bactérias endofiticas, Physalis angulata.
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SELECTION OF B-CYCLODEXTRIN GLYCOSYLTRANSFERASE
AND (B-CGTASE) BACTERIA AND ITS BIOTECHNOLOGICAL
POTENTIAL
ABSTRACT

Physalis is a botanical genus of the family Solanaceae, originating in regions of
tropical and subtropical climate, present mainly in Latin America, with rustic
characteristics in its cultivation and of easy production. The fruit of Physalis is very
commercialized in Colombia and Mexico, with several products ranging from its in
natura consumption to products processed like teas and fermented beverages. Little is
known about its endophytic microbiota and its role in the beneficial properties of
Physalis. Endophytic bacteria contribute to the promotion of plant growth through the
biological fixation of nitrogen, the production of hormones and enzymes, antibiotics and
other secondary metabolites of pharmacological interest, as well as being able to act as
pest biocontrollers. Among the enzymes produced we can highlight the phosphatases,
peptidases and amylases. The large family of amylases involves a series of enzymes that
act on starch substrates, such as cassava, wheat, among others, transforming them into
glucose, especially  a-amylases, p-amylases, pullulanases, cyclodextrins
glycosyltransferases among others. It is known that the northern region of the country,
especially in the state of Para, stands out as one of the largest domestic producers of
cassava, generating a significant amount of waste from its processing, such as raw
which can still contain up to 80% of starch in its composition. In this way the present
work aimed to evaluate the amylolytic potential of endophytic bacteria isolated from
different areas of the plant Physalis angulata. 23 strains of bacteria isolated from
Physalis were tested for their ability to produce amylolytic enzymes in solid media
containing starch substrate. After incubation at 35°C / 48 hours, the enzymatic activity
was detected after addition of Red Congo solution and the determined Enzymatic Index
(IE). The most promising strains presented IE for 3-CGTase of 4.60 £+ 0.31 (L-line), 3.4
+ 0.5 (C-line) and 2.67 £ 0.44 (Q-line). These lines were then grown on crutal-
containing salts medium as the main carbon source and the determined a-amylase, -
amylase and B-CGTase activities. The maximum values observed for a-amylase activity
were 5.53 U / mL (C), 4.83 U/ mL (L) and 5.08 U / mL (Q), whereas for B-amylase
0.904 U / mL (C), 0.834 U / mL(L) and 0.469 U / mL (Q). The activity of B-CGTase
reached values of 6.37U / mL (C), 6.29U / mL (L) and 6.36 (Q). Thus, the results
obtained suggest that the endophytic bacteria of Physalis angulata were able to produce
enzymes of the amylolytic complex, such as enzymes a- and 3-amylases, as well as the
enzyme B-CGTase using the cassava processing crust, as substrate. The main objective
of the present work is to determine the endophytic bacteria of the plant Physalis
angulata, capable of producing amylases and to evaluate their capacity to produce these
enzymes by submerged fermentation using agricultural by products of the cassava crop.

Key words: B-CGTase, amylases, endophytic bacteria, Physalis angulata.
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1 INTRODUCAO

Solanaceae é uma das maiores familias no grupo das angiospermas, contendo
150 géneros e cerca de 3.000 espécies, com maior distribuicdo e diversidade na regido
da Ameérica do Sul (SOUZA e LORENZI, 2005). Um dos géneros de grande relevancia
dentro das Solanaceae é o género Physalis, encontrado ao longo de todo o continente
americano, sendo identificado por Linneo em 1753 (HUNZIKER, 2001). O fruto da
planta Physalis geralmente é consumido in natura, sem acompanhamento ou em
saladas, dando um toque agridoce as comidas. A obtencdo de produtos processados da
Physalis é uma alternativa para a valorizacao agroindustrial dessa matéria-prima pouco
explorada nas regides norte e nordeste do Brasil. Em alguns paises, como Colémbia e
México, esses frutos sdo processados para a obtencdo de produtos como frutas
cristalizadas, frutas secas, geleias, bebidas lacteas, iogurtes e na elaboracdo de licores.
As frutas sdo utilizadas em doces e para decorar tortas, podendo também, ser
encontradas nas formas de conserva e sorvete (RUFATO et al, 2013).

Em associagdo com folhas e frutos, existe uma diversidade de microrganismos
vivendo de forma harmdnica numa relacdo de proto-cooperacdo ou mesmo mutualismo.
As bactérias encontradas nas plantas podem ser divididas em dois grupos: Bactérias
epifiticas, que sdo encontradas na superficie do vegetal e bactérias endofiticas, que
vivem no interior do vegetal (STURZ, 2000; ANDREWS e HARRIS, 2000).
Microrganismos endofiticos ou endofitos sdo fungos ou bactérias que colonizam o
interior de tecidos ou 6rgdos vegetais podendo estar presentes em folhas, caule e raiz.
Podem colonizar a planta em todo o seu periodo de vida ou apenas em parte do seu
ciclo, sem causar danos ou doencas, proporcionando algumas vantagens ao hospedeiro,
promovendo o crescimento da planta através da producdo de enzimas e horménios,
fixando nitrogénio atmosférico nas raizes, protegendo contra o ataque de insetos e
também de outros microrganismos (AZEVEDO et al.,, 2000). Em funcdo da sua
capacidade de produzir diferentes enzimas extracelulares, alguns estudos realizados por
Luz et al (2016) com bactérias isoladas de plantas como bromélia, briéfita verde,
bridfita preta e algumas folhas e caule coletados na Serra do Ouro Branco — MG,
apresentaram maiores atividades enzimaticas para celulose e amilase. Ja Lima (2016),
observou que as bactérias endofiticas isoladas da Eichhornia crassipes Mart. (aguapé)

foram capazes de produzir biossurfactantes.



As bactérias endofiticas podem ser utilizadas para fins biotecnoldgicos, em
diversos segmentos industriais, como industria téxtil (amilases, celulases e peptidases) e
industria alimenticia (amilases, xilanases e peptidases). Assim, a busca por novas fontes
microbianas capazes de produzir diferentes enzimas com diferentes caracteristicas
bioquimicas vem crescendo nas indUstrias de varios setores. As enzimas amiloliticas,
por exemplo, podem ser divididas em duas grandes categorias: as endoamilases e
exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas do tipo a-
1,4, de uma maneira aleatdria, podendo hidrolisar tanto nas extremidades quanto no
meio do polimero. Sua acdo resulta na formacdo de oligossacarideos ramificados e
lineares de varios comprimentos de cadeias, estando associadas a rapida perda de
viscosidade e liberacdo de dextrinas. Por outro lado, as exoamilases hidrolisam,
sucessivamente, ligacdes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora das mesmas,
resultando em unidades de glicose ou maltose, estando associadas a pequena alteracao
da viscosidade e a rapida liberacdo de agUcares redutores. Atualmente, sdo conhecidos
um grande numero de enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes
produtos, e uma acdo combinada de vérias enzimas € necessaria para hidrolisar
completamente o amido (GUPTA et al., 2003; NAIDU e SARANRAJ, 2013).

Atualmente o mundo tem-se caracterizado pela alta producdo de residuos
organicos, tanto de origem rural como urbana. Esses residuos geralmente sdo levados
para o0s aterros, para a incineracdao ou descartados em terrenos baldios, e constituem-se
ndo s6 em um grande problema de saneamento ambiental, como também em desperdicio
de nutrientes. Os tratamentos dos residuos organicos devem atender aos principios
sanitarios e ecoldgicos para 0 seu tratamento para a reducdo dos inimeros impactos
ambientais. A utilizacdo de residuos / subprodutos de origem agricola como matéria-
prima vem se destacando por ser um produto de baixo valor e produzido em grande
quantidade (COELHO et al., 2001; OLIVEIRA FILHO et al., 2018). Dentre os diversos
subprodutos agricolas podemos destacar os de origem amilacea, como os residuos do
processamento da mandioca e do milho, entre outras culturas agricolas. De acordo com
dados do IBGE (2017), a regido Norte teve uma safra de mandioca superior a 10 mil
toneladas por hectar em 2016, sendo o estado do Para responsavel por 25,5% dessa
producdo. Segundo Araujo et al (2014), uma tonelada de mandioca gera cerca de 15 kg
de crueira, sendo que essa quantidade pode variar com o tempo de coleta, tipo de cultivo
e ajustes do processo.

Assim, desenvolver estudos na area investigativa buscando novas linhagens de
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bactérias endofiticas com capacidade para produzir enzimas com potencial

biotecnoldgico pode ser de grande relevancia. Enzimas como as amilases incluindo as
B- ciclodextrinas glicosiltransferases (CGTase) ja vem sendo utilizadas com éxito,
principalmente na inddstria alimenticia. Desta forma, estudar novas linhagens
produtoras pode abrir novos horizontes para o seu uso em diferentes segmentos da
industria. Com esse objetivo central, o presente trabalho tragou metas para selecionar
bactérias endofiticas da planta Physalis angulata, uma planta com pouco conhecimento
sobre sua microbiota endofitica, capazes de produzir amilases, e avaliar sua capacidade
em produzir essas enzimas por fermentacdo submersa utilizando subprodutos agricolas

da cultura da mandioca como matéria-prima (obtida no municipio de Moju).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas Gerais da Physalis
2.1.1 Aspectos gerais

Solanaceae € uma familia de Angiospermas Eudicotiledéneas, pertencente a
subclasse Sympetalae, ordem Solanales, sendo a que representa um maior nimero de
espécies, com cerca de 150 géneros e 3.000 j& descritas. A regido da América do Sul se
destaca por apresentar uma grande diversidade dessa familia. (HUNZIKER, 2001;
SOUZA e LORENZI, 2005). Dentre os membros da familia Solanaceae, podemos
destacar os géneros Solanum (tomate, batata, berinjela), Capsicum (pimentdo, pimenta),
Mandragora (mandragora) e Physalis (physalis). A origem do nome Physalis vem do
grego “physa”, que significa bolha ou bexiga, em referéncia ao calice da flor que cresce
e protege o fruto (HAWKES et al., 1991) como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Fotografia do fruto da Physalis angulata.
Fotos:Muniz, 2014.

O género das Physalis compreende, segundo Whitson e Manos (2005), entre 90 a
120 espécies, sendo algumas delas toxicas. A regido da América do Sul apresenta cerca
de 12 espécies, indo desde o nivel do mar até areas de alta altitude, em ambientes
nativos, em solos modificados ou em regides com vegetacdo secundaria (HUNZIKER,
2001). As espécies do género Physalis sdo bastante distribuidas ao longo das zonas
tropicais e subtropicais do mundo, principalmente nas Américas Central e do Sul, tendo
caracteristicas herbaceas, com uma producdo anual e perene (SILVA, 2014). Na regido
Amazonica essa herbacea ¢ conhecida popularmente pelo nome de ‘“camapt” ou
physalis, palavra de origem tupi. No Brasil o género Physalis encontra-se com maior
frequéncia nas regides norte e nordeste, porém apenas 8 espécies sdo comercializadas
(STEHMANN et al., 2012). As espécies de Physalis podem ser encontradas em campos,

jardins e quintais, apresentando caracteristicas diferenciadas de outras frutas por
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apresentar um envoltorio, denominado de calice (RUFATO et al., 2008), como pode ser

observado na Figura 2.

Figura 2: (A) Esquema da planta Physalis e fruto (1- Planta, 2- Flor vista de

frente, 3-Flor vista lateralmente, 4- Fruto com o calice parcialmente removido e 5-

Sementes), (B) Arbusto da planta Physalis, (C) Fruto e célice.
Fontes: PROSEA, 2011; MFRURAL, 2016

Essa planta se caracteriza por ser considerada rustica e de facil cultivo,
apresentando bom crescimento numa faixa de temperatura entre 15 a 30°C, possuindo
uma base lenhosa que pode chegar de 1 a 2 metros de altura (MUNIZ, 2015). Suas
folhas sdo veludadas e em forma de triangulo (Figura 2), apresentando em seu talo
principal uma estrutura herbacea e pilosa. O enraizamento se da nos nos, apresentando
0s entren6s muito distantes, podendo chegar de 6,5 a 10 cm de comprimento (FISCHER
e MIRANDA, 2012). Seus frutos sdo constituidos em uma baga carnosa, com didmetro
entre 1,25 e 2,50 cm e peso entre 4,0 e 10,0 g. Cada planta produz aproximadamente 2 a
3 kg de frutas por safra (LIMA, 2016).

2.1.2 Produgéo da Physalis

A producdo do fruto da Physalis angulata vem crescendo desde 1985 no
mercado colombiano, sendo comercializada na sua forma in natura ou processada.
Atualmente, a producéo desse fruto tem representado 44% do faturamento no mercado
colombiano, mas sem muita exigéncia para exportacdo, visto a necessidade de se
produzir frutos de qualidade e em quantidade satisfatoria que atenda a demanda
internacional (CORAL, 2012; RODRIGUES et al., 2013).

O cultivo da planta Physalis angulata, por ser considerada rustica e de boa
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adaptacdo ao ambiente tropical, é uma Otima alternativa para os pequenos e médios
produtores. O rendimento dos frutos varia de acordo com as regides cultivadas, seu
rendimento maximo se da no primeiro ano de cultivo, tendo uma vida util de 2 a 3 anos
(MUNIZ et al., 2014). Esse fruto é conhecido pelo seu sabor agucarado, rico em
vitaminas A e C, fésforo e ferro, além de flavondides, alcaldides e fitoesterdides. A
Tabela 1 representa alguns dos compostos encontrados na planta Physalis angulata. Por
apresentar elevado contetido nutracéutico, se destacando a physalina (anticarcinogénico
e anti-inflamatorio) e por apresentar facil cultivo, tem se estudado a possibilidade da
incorporacdo da espécie Physalis angulata no cultivo organico (VELASQUEZ et al.,
2007). Os parametros fisico-quimicos relacionados ao sabor, odor, textura e valor
nutritivo constituem atributos de qualidade que valorizam a comercializacdo e a
utilizacdo da polpa na elaboracdo de produtos industrializados (RODRIGUES et al.,
2014).

Tabela 1: Alguns compostos encontrados no fruto da planta Physalis angulata.

Composto Quantidade
Calorias 49K cal
Proteinas 159

Carboidratos 1109
Niacina 0,8 mg
Vitamina A 1.730 Ul
Vitamina C 20 mg
Ferro 1,7 mg
Fibra 0,49
Célcio 0,9 mg
Faésforo 21 mg
Riboflavina 0,17 mg
Agua 85,9 g

Fonte: CAMACHO, 2000.

2.1.3 Comercializacdo da Physalis

O Brasil se destaca por apresentar uma grande variedade de frutas nativas e

exoticas, porém a Physalis angulata ou camapu, como € conhecida, ndo € muito
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explorada nas regides norte e nordeste do Brasil, sendo geralmente consumida in
natura. Produtos processados do camapu sdo mais conhecidos em paises como
Colémbia e México (RUFATO, 2013).

2.2 Amido

Amido é um polimero de alto massa molecular, relativamente simples, composto
de moléculas de glucose. O amido pode ser encontrado na forma de substancia de
reserva em plantas, sementes, frutas, tubérculos e raizes, sendo formado basicamente
por 2 estruturas distintas, a amilose e amilopectina (GUPTA et al., 2003).

A amilose é uma molécula essencialmente linear, constituida de unidades de
glucose (o-D-glicopiranosil) unidas entre si por ligagdes a-1,4 (Figura 3A). A
amilopectina é formada por centenas de cadeias de a-1,4-glucanas, que sao interligadas
por aproximadamente 5% de ligacGes a-1,6, formando uma estrutura altamente
ramificada (Figura 3B) (JOBLING, 2004).
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Figura 3: Formula estrutural do amido. A) Amilose e B) Amilopectina.
Fonte: JOBLING, 2004.

O amido é um dos polissacarideos de grande importancia para a industria
alimenticia, devido as suas caracteristicas funcionais e qualidade nutricional. Assim,
tém uma grande aplicacdo, seja diretamente como alimento ou como texturizante,

estabilizante, ligante, gelatinizante, dentre outras aplicagbes nas formulagdes
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alimentares (WHISTLER e BEMILLER, 1997). A degradacédo total do amido se da
principalmente, pela acdo combinada de enzimas amiloliticas, as quais atuam na

hidrolise das ligacGes a-1,4 e a-1,6, especificamente.

2.3 Mandioca

A mandioca € uma planta dicotiledénea, da familia Euphorbiaceae e género
Manihot, originaria das Américas. O género Manihot apresenta um grande nimero de
espécies, mas a utilizada para fins alimenticios é apenas a Manihot esculenta Crantz que
pode ser da variedade brava ou mansa, devido ao teor de glicosideos cianogénicos (que
liberam o &cido cianidrico) presente (SOUZA e MENEZES, 2004).

A mandioca € um dos alimentos mais consumidos no mundo, destacando-se
principalmente na regido tropical, onde o seu cultivo ocorre em maior predominancia.
Destaca-se por ser uma planta rustica e de grande capacidade de adaptacdo as condicdes
desfavoraveis de clima e solo, além de sua multiplicidade de usos (CONAB, 2016). A
mandioca se destaca por ser a base alimentar de muitas familias no Brasil,
principalmente nas regides Norte e Nordeste e também alimentacdo de animais, em
funcdo da sua composicdo quimica, rica em carboidrato, como pode ser observado na
Tabela 2. O Brasil representa um dos maiores produtores dessa tuberosa e seu
processamento é comumente utilizado para a fabricagdo de fécula e farinha (SILVA et
al., 2016).

Tabela 2: Composicdo nutricional da mandioca.

Amostra Umidade Cinzas Proteinas Lipideos Fibrabruta Amido

Farinha de mandioca 9,21 1,40 0.94 0,70 2,3 95,30

Fonte: ALVARES et al., 2013.

Segundo o IBGE (2017), a safra da mandioca na regido Norte representou 42,6%
da producdo em todo o Brasil. Dentre os principais estados produtores, o Para tem
grande destaque com uma producdo de 6.034.713 toneladas, 0 que representa um
percentual de 25,5% da produgéo nacional (IBGE, 2017).



2.3.1 Crueira

Atualmente a busca pela minimizacdo ou reaproveitamento de residuos sélidos
gerados nos diferentes processos industriais tem se destacado. Assim, a reutilizacdo de
residuos é de extrema importancia no que tange a reducdo dos impactos ambientais, pois
contribui com a reducdo do descarte de lixo organico e outros compostos que podem ter
um maior aproveitamento como subproduto agricola (FURTADO, 2001).

A mandioca, assim como outras culturas agricolas, se destaca pelo seu papel
socioecondmico na agricultura brasileira, sendo seus principais subprodutos a fécula e a
farinha. Na Figura 4, um fluxograma do processamento da mandioca para obtencdo de

farinha, assim como os residuos gerados, esta demonstrado.
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Figura 4: Fluxograma da producéo da farinha de mandioca
Fonte: Neves, 2014.



Dentre os residuos gerados durante a producdo da farinha, destaca-se a crueira,
um residuo solido, de estrutura fibrosa, constituida principalmente das raizes e
entrecascas da mandioca que sdo peneirados antes da torracdo da massa prensada
(NEVES, 2014 e ARAUJO et al., 2014). A crueira vem sendo muito utilizada como
fonte de carboidrato, por apresentar o valor de amido entre 48% a 80% da sua
composicgdo e um valor de cinzas de 0,9 a 2%, tornando-se um substrato potencial para
0s processos biotecnoldgicos de bioconversdo (CARVALHO et al., 2005; ROCHA et
al., 2016).

Muitos estudos utilizando residuos agroindustriais como fontes de carbono para a
producdo de enzimas por fermentacdo microbiana vém sendo realizados, principalmente
em funcdo da grande disponibilidade e por ser um subproduto de baixo valor comercial
(COSTA e BOCCHlI, 2012).

2.4 Bactérias Associadas a Plantas
2.4.1 Aspectos gerais

As bactérias podem ser encontradas tanto na superficie como no interior dos
vegetais, podendo ter uma relacdo mutualistica ou simbiotica com a planta hospedeira
(GUO et al. 2008, MELNICK et al.2008). As bactérias que sdo associadas as plantas
sdo denominadas de bactérias endofiticas, e vivem no interior dos vegetais sem causar
danos aparentes ao seu hospedeiro (STURZ, 2000; ANDREWS e HARRIS, 2000).
Pode-se afirmar que as distin¢des entre bactérias endofiticas, epifiticas e fitopatogénicas
sdo de natureza apenas didatica, ndo existindo um claro limite entre esses grupos e sim
um gradiente entre eles, pois existem algumas bactérias que possuem colonizagédo
endofitica e tambem epifitica. Dependendo das condi¢es ambientais, da integridade e
estado de salde do vegetal e o equilibrio com outras popula¢es endofiticas, uma
bactéria endofitica pode se tornar patogénica, uma bactéria epifitica pode penetrar no
vegetal por alguma lesdo ou outro orificio que esteja presente e |4 permanecer endofitica
ou causar patologias ao seu hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; ANDREWS e
HARRIS, 2000).

A origem, a forma de penetragdo, a colonizagdo e transmissdo de bactérias
endofiticas, ndo estdo ainda bem definidos. Elas podem ser provenientes de sementes,
da propria rizosfera, do fitoplano e de material propagado vegetativamente. Muitas séo

as formar de penetracdo, sendo uma delas a entrada pelo estdmato, ferimentos, raizes e
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alguns microrganismos podem também produzir enzimas hidroliticas capazes de
degradar a parede celular dos vegetais. A origem das bactérias epifiticas pode ser
proveniente das sementes, do solo, da propagacdo pelo ar, 4gua e também insetos
(SUZUKI, 2006; ANDREWS e HARRIS, 2000).

2.4.2 Bactérias Endofitica

Microrganismos endofiticos sdo fungos ou bactérias que colonizam o interior de
tecidos e/ou oOrgdos vegetais das plantas podendo ser folhas, caule e raiz. Podem
colonizar a planta em todo o seu periodo de vida ou apenas em parte do seu ciclo, sem
causar danos ou doengas nas plantas, contrariamente podendo manifestar algumas
vantagens ao hospedeiro, ajudando no crescimento da planta, protegendo-as contra o
ataque de inseto (AZEVEDO, 2002). Os efeitos na promocao de crescimento incluem
aumentos na altura, na biomassa da parte aérea, do caule e da raiz e na formagdo de
pelos radiculares e foliares da planta, na lignificacdo de vasos do xilema e na producéo
de tubérculos em batata (PILLAY e NOWAK, 1997; STURTZ, 1995).

A teoria de que bactérias ndo-patogénicas residem em tecidos de plantas foi
formulada por Perotti em 1926. Porém, estudos sobre a colonizagdo de tecidos internos
de plantas sadias por bactérias datam de 1870, com os trabalhos de Pasteur e outros
pesquisadores. Os primeiros relatos consideraram as bactérias endofiticas como
contaminantes resultantes da desinfestacdo superficial incompleta ou como patdgeno
fracamente virulento. Entretanto, pesquisas recentes demonstraram que bactérias
endofiticas podem promover o crescimento das plantas e reduzir os sintomas de doencas
causadas por diversas bactérias patogénicas (BARRETTI, 2008).

Durante o processo de colonizacdo da planta pelo enddfito, ocorre a ativagdo do
sistema de defesa da planta, causando um aumento da resisténcia desta contra patdgeno
(PAZ et al., 2007). Os enddfitos podem controlar o crescimento dos fungos patogénicos
pela competicdo por nutrientes e producao de substancias antibidticas, uma vez que eles
ocupam o0 mesmo nicho, podendo também parasitar o patdgeno ou mesmo induzir a
planta a desenvolver resisténcia as doencas (SAIKKONEN et al., 1998;
MACCHERONI et al., 2004).

De acordo com as estratégias de vida dos endofitos eles podem ser classificados
em obrigatorios ou facultativos. Os obrigatdrios s@o estritamente dependentes da planta

hospedeira para seu crescimento e sobrevivéncia. Os facultativos, por outro lado,
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possuem uma fase de seu ciclo dentro da planta hospedeira e outra em que vivem fora
delas (HARDOIM et al., 2008).

Sdo conhecidas cerca de 1 milhdo de espécies de bactérias endofiticas diferentes,
sendo a grande maioria capaz de sintetizar compostos bioativos que podem ser
utilizados pelas plantas para defesa contra fitopatdgenos, como por exemplo alcalGides,
terpenoides, flavonodides, esteroides, antibidticos e antitumorais (GUO et al. 2008,
KOUR et al. 2008, QIU et al. 2010, ALY et al. 2011).

2.5 Enzimas
2.5.1 Amilases

As enzimas amiloliticas ou amilases sdo um dos mais importantes e antigos
grupos de enzimas industriais com aplicagdes em diferentes setores da indUstria, como
alimentos, téxtil, quimica, farmacéutica e detergente, sendo a grande maioria de origem
microbiana. As amilases comecaram a ser produzidas em decorréncia do interesse
industrial pela producéo de glucose a partir de materiais amilaceos (SANTANA, 2012).

Segundo Gupta et al (2003), as amilases séo divididas em duas categorias,
endoamilases e exoamilases. As endoamilases (a-amilases) catalisam as hidrolises das
ligacBes glicosidicas do tipo a-1,4, de uma forma aleatdria no interior da molécula de
amido. Sua ac¢do resulta na formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias
de varios comprimentos. As exoamilases (glucoamilase) hidrolisam as ligagcdes a-1,4 e
a- 1,6 do amido a partir da extremidade ndo redutora, tendo como resultado a
transformacéo total do amido em unidades de glicose a partir das extremidades néo-
redutoras da cadeia. A Figura 5 apresenta um resumo das enzimas que degradam o

amido.
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Endo-a-1,4-Glucanase

—— a-1,4-Glucanases

Enzimas Exo-a-1,4-Glucanases

amiloliticas

a-amilase

Exomaltohexahidrolase
Exomaltopentahidrolase
Exomaltotetrahidrolase

B-Amilase
Glicoamilase

Isopululanase

a-1,6-Glucanases Endo-a-1,6-Glucanases Pululanase
Isoamilase
Exo-a-1,6-Glucanase Exopululanase

Figura 5: Classificacdo das enzimas amiloliticas
Fonte: COSTA, 1996.

Atualmente sdo conhecidas varias enzimas que hidrolisam a molécula de amido
em diferentes produtos e a acdo combinada de varias enzimas € necessaria para a
completa hidrdlise do amido. As enzimas responsaveis pela degradacdo do amido estdo
amplamente distribuidas na natureza. Entre elas, as amilases, que atuam sobre o amido,
glicogénio e polissacarideos para hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4. As amilases
podem ser divididas em trés grupos: as a-amilases, as quais rompem as ligagdes no
interior do substrato (endoamilases); as PB-amilases, que hidrolisam unidades das
extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases); e as glucoamilases
(amiloglucosidases), as quais liberam unidades de glucose do terminal ndo-redutor das
moléculas do substrato (REED, 1975). A acdo de cada enzima pode ser observada na

Figura 6.
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Figura 6: Agdo das enzimas envolvidas na degradacdo do amido. (¢) Molécula de
glicose com extremidade redutora; (0) Molécula de glicose sem a extremidade nédo

redutora. As setas indicam a preferéncia pela quebra na molécula de amido.
Fonte: PEREIRA, 2015.

As amilases tém grande importancia na &rea biotecnoldgica, apresentando
muitas linhas de aplicacdo industrial. Uma das principais aplicacdes das enzimas
amiloliticas é na industria de panificacdo, atuando na fibra amilacea da farinha de trigo,
melhorando diversos aspectos, como no aumento do volume da massa, a melhor maciez
e 0 melhor aspecto fibroso. Na producéo de xaropes de glucose e frutose, as amilases
sdo utilizadas para hidrolisar as moléculas de amido. Na industria de papel e celulose,
bem como na inddstria téxtil, amilases sdo utilizadas para protecdo da fibra celuldsica

contra danos mecanicos e melhoria do acabamento final (SANTANA, 2012).

2.5.1.1 a- Amilase

As a-amilases (EC 3.2.1.1, a-1,4-D-glucano glucanohidrolase) correspondem a
endoamilases, que atuam ao longo da cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando as

ligacGes a-1,4 e liberando maltose e glicose, sendo induzidas pela presenca de amido ou
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maltose (GUPTA et al., 2003). A Figura 7 demonstra um modelo estrutural da enzima
a-amilases, identificado por Hwang et al (1997), isolado da cepa de Bacillus

licheniformis.

Figura 7: a-Amilase

Fonte: PDB

As a-amilases, também conhecidas como enzimas dextrinizantes, podem ser
divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidrélise do substrato:
sacarificantes, que hidrolisam 50 a 60% do amido produzindo glucose e maltose, e as
liquidificantes, que quebram cerca de 30 a 40% do substrato, produzindo
predominantemente, maltoligossacarideos, sendo responsaveis principalmente pela
reducdo da viscosidade do amido (DECLERCK et al., 2000).

Estudos foram realizados comparando diferentes fontes de carboidratos para a
producdo da enzima amilase, porém o amido tem se destacado com relacéo a frutose e a
glicose que inibem a producéo da a-amilase. A utilizacdo de cepas de Bacillus sp. para a
producdo da a-amilase tem se destacado por causa dos altos valores da atividade
enzimatica, podendo chegar a 50 U/mL, dependendo da concentragdo de amido no meio
(CARVALHO et al., 2008).

As a-amilases podem ser utilizadas na industria de panificacdo, adicionadas na
massa do pdo, elas hidrolisam o amido da farinha em pequenas dextrinas. A sua
utilizacdo é com o objetivo de intensificar a fermentacdo e reduzir a viscosidade da
massa do pdo. Na industria téxtil, é utilizada para a retirada de gomas de diversos tipos

de tecidos e utilizadas também para a limpeza destes tecidos (SOCCOL et al., 2005;
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SAHNI e GOEL, 2015).
2.5.1.2 p -Amilase

As B-amilases (EC 3.2.1.2, a-1,4-D-glucano-maltohidrolase) sdo exoenzimas
que hidrolisam a penultima ligacdo a-1,4, a partir da extremidade ndo redutora do
polimero de amilose liberando maltose, separando-a em duas unidades de glicose, por
invers&o, na forma de B-maltose (GUPTA et al., 2003). A Figura 8 demonstra 0 modelo
estrutural da B-amilases, identificado por Oyama et al (1990), isolada da cepa de

Bacillus cereus.

Figura 8: B-amilase

Fonte: PDB

Esse tipo de amilase esta presente nos tecidos das plantas onde hidrolisam amido
em B-maltose. Além da hidrolise, essa enzima também causa a inversdo da configuracao
anomérica da maltose para o tipo p (CARVALHO et al., 2008).

Embora as amilases tenham sua origem em diferentes fontes como: plantas,
animais e microrganismos, as amilases de origem microbiana sdo muito utilizadas nas
industrias por apresentar caracteristicas bioquimicas promissoras, alta produtividade e
boa estabilidade térmica. Algumas estirpes de origem bacteriana pertencentes aos
géneros Bacillus, Pseudomonas e Clostridium se destacam pela sua elevada producéo
enzimética (RANI et al; 2008).

As exoamilases sdo enzimas utilizadas apds a hidrolise do amido pela a-amilase,
ainda pouco usada e estudada, a B-amilase apresenta uma baixa atividade enzimatica
(OLIVEIRA e SILVA,; 2017).
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2.5.1.3 Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase)

O modelo estrutural da enzima Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase, 1,4-
a-D-glucan:1,4-a-D-glucopiranosil transferase, EC 2.4.1.19), pertencente a familia ao-
amilase esta demonstrada na Figura 9, identificado por Wind et al (1998), produzido

pela cepa Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1.

Figura 9: Estrutura da CGTase
Fonte: PDB

A producdo de CGTase foi proposta inicialmente por Kitahata e Okada (1974) e
Nakamura e Horikoshi (1976), utilizando composto de amido solivel e caldo de
maceracdo de milho (milhocina), além de extrato de levedura, peptona e sais.

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos compostos por seis, sete ou oito moléculas
de glucose unidas por ligagdes a-1,4, conhecidas como a, B e y — ciclodextrina (Figura
10), apresentando uma cavidade apolar e, com isso, moléculas organicas apolares ou
com extremidades apolares podem ser incorporadas pela CGTase e armazenadas no seu

interior, como pode ser observado na Figura 11 (SOUZA et al., 2017).

Figura 10: Estrutura da a-CD, B-CD e y-CD
Fonte: ANDREAUS et al.,2010.
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Figura 11: Incorporacéo pela CGTase.
Fonte: ANDREAUS et al.,2010.

A estrutura molecular da ciclodextrina possui cavidades alternadas com diferentes
polaridades, a cavidade da CGTase pode formar complexos de inclusdo com outras
moléculas que possuem grande importancia biotecnoldgica, o complexo molecular pode
oferecer selecdo, separacdo e solubilizacdo de varias biomoléculas (PINHEIRO et. al.,
2017).

Por apresentar uma cavidade apolar, a CGTase é empregada principalmente nas
industrias farmacéuticas. Contudo, outras inddstrias também podem utilizar a CGTase
em seus processos, como as indastrias téxtil, cosmética, quimicas e alimentos. A
incorporacdo da CGTase na formulagdo dos farmacos se deve a estabilidade, aumento
da solubilidade, reducéo da toxicidade e aumento da absor¢@o de substancias bioativas
(FERNANDES et al., 2007).

Nas industrias alimenticias, a CGTase se destaca por apresentar a funcdo de
estabilizar aromas, atuar contra decomposi¢do oxidativa, eliminar sabores indesejaveis e
compostos como o colesterol (ASTRAY et al.,2009).

As enzimas CGTase podem ser produzidas por uma grande variedade de bactérias
sendo principalmente do género Bacillus, Anaerobranca, Thermoanaerobacterium e
Thermococcus (COSTA et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Physalis angulata é uma planta da familia Solanaceae com grande relevancia
terapéutica, em funcdo das suas propriedades medicinais. Estudar sua microbiota é de
grande importancia para conhecer suas bactérias endofiticas e avaliar seu potencial
biotecnologico. Assim, 0 presente projeto objetivou estudar o potencial enzimatico das

bactérias endofiticas capazes de produzir as enzimas amilases.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial enziméatico amilolitico das bactérias endofiticas previamente

isoladas da planta Physalis angulata em meio seletivo;

e Determinar as condi¢des de cultivo para producdo das enzimas amilases e

CGTases por fermentacdo submersa utilizando residuo agroindustrial amilaceo;;
e Determinar a composicdo centesimal do residuo agroindustrial da mandioca;

e Quantificar as atividades enziméticas de p—CGTase, a—amilase, f—amilase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Bactérias endofiticas

As bactérias endofiticas isoladas da planta Physalis angulata, pertencem a
colecdo de culturas do Laboratorio de Ecologia e Processos Microbianos (LEPM),
Escola de Quimica, UFRJ, sob coordenacdo do Professor Doutor Rodrigo Pires
Nascimento.

As linhagens das bactérias endofiticas, um total de 23, estavam conservadas em
solucdo glicerol 20% a -20°C, sendo identificadas por codigo de letras. De acordo com
dados laboratoriais de estudos anteriores, as linhagens foram isoladas de 3 regides da

planta Physalis angulata, raiz, caule e folha (Figura 12).

> A

Figura 12: Esquematizacdo da planta Physalis angulata
A) Raiz, B) Caule e C) Folha

4.2 Ativacdo das bactérias

Todas as 23 linhagens de bactérias endofiticas foram reativadas em tubos
contendo meio caldo nutriente sobre agitagdo a 150rpm e ap6s 24 horas a 35°C,
aliquotas foram transferidas para placas de Petri contendo meio Agar Nutriente e
incubadas por 48 horas a 35°C. Todo o procedimento experimental foi realizado em

condicdes assepticas, dentro da camara de fluxo laminar.
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4.3 Selecéo das linhagens produtoras de CGTase

A bioprospecc¢éo das bactérias endofiticas produtoras de CGTase foi realizada em

2 etapas, conforme descrito abaixo.

4.3.1 Primeira etapa de selecéo

A primeira selecdo para verificar a capacidade das bactérias endofiticas em
produzir a enzima CGTase foi realizada em meio especifico (NAKAMURA e
HORIKOSHI; 1976), como descrito na Tabela 3. Ap6s o crescimento das linhagens
bacterianas em meio caldo nutriente, uma aliquota foi retirada e transferida sob a forma
de “spots” para o meio seletivo para produtores de CGTase e incubadas a 35°C por 48

horas.

Tabela 3: Meio de crescimento para produgéo de CGTase

Componente Quantidade (%)
MgSO, 0,02
K2HPO, 0,10
Na,CO3 1,00
Polipeptona 0,50
Extrato de levedura 0,50
Amido Soluvel 1,00
Agar 1,50

Fonte: Nakamura, Horikoshi; 1976.

4.3.2 Segunda etapa da selecao

Apbs verificar quais linhagens bacterianas foram capazes de crescer no meio
seletivo da primeira etapa para producdo de CGTase, foi realizada a segunda etapa de
selecdo de bactérias produtoras de CGTase com as linhagens que apresentaram
crescimento no meio seletivo. O meio de cultivo utilizado foi 0 mesmo meio ja descrito
anteriormente (NAKAMURA e HORIKOSHI; 1976) mudando somente a solugéo
reveladora que é uma solucdo de Vermelho Congo, corante capaz de formar um
complexo com o y- CDTase (MATIOLI et al., 1998), como detalhado na Tabela 3.
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As linhagens bacterianas foram inoculadas em placas de Petri, na forma de
“spots”, e incubadas a 35°C por 48 horas. Apos periodo de incubagao, uma solucao de
Vermelho Congo (0,5% p/v) foi adicionado ao meio de cultivo, deixando em contato
por 10 minutos para que a rea¢do quimica ocorresse. Apos este periodo de tempo, as
placas contendo a solugdo de Vermelho Congo foram lavadas com solucdo NaCl 1M até
a verificacdo da formacdo de zonas de hidrdlise circunscrevendo o crescimento

bacteriano.

4.4 Detecgao da atividade de amilase em placa

A capacidade das linhagens de bactérias endofiticas em degradar o amido também
foi verificada, de acordo com Hankin e Anagnostakis (1975). Como meio seletivo foi
utilizado Agar Nutriente suplementado com 0,2% (p/v) de amido soluvel, pH 6,0. Apos
inoculacdo, as placas contendo as bactérias foram incubadas a 35°C por 24 h e entdo
reveladas com solucdo de iodeto de potassio. A atividade amilolitica foi verificada pela

formacéo de zona de hidrélise (mais clara) circunscrevendo o crescimento bacteriano.

4.5 Detecgéo de atividade de B-glucosidase em placa

Para a determinagdo da atividade enzimatica de PB-glucosidase, as linhagens
bacterianas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio s6lido, como detalhado
na Tabela 4.

Tabela 4: Meio utilizado para a verificacdo das bactérias produtoras de B-glucosidase

Componente Quantidade (%)
Triptona 1
Extrato de levedura 0,5
NaCl 1
Agar 15
Esculina sesquihidratada 1
Citrato de ferro (111) amoniacal 0,05

Fonte: FACKLAM e MOODY, 1970.

As placas, apos inoculacgéo, foram incubadas a 35°C por 48 horas e a detecgéo da
atividade foi realizada através da observacdo da formacdo de uma zona de hidrélise
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mais escura ao redor das colbnias. O escurecimento ocorre em fungdo da formacéo de

complexos fendlicos ferrosos apds a clivagem enzimatica da esculina.

4.6 Calculo do Indice enzimatico

As atividades enzimaticas detectadas em Placas de Petri foram expressas através
do célculo do indice enzimatico (IE), como observado na Equagdo 1 (FLORENCIO et
al., 2012).

Equacéo 1: | = Dh/Dc.
Sendo:
I= indice enzimético
Dh= compreende o didmetro em milimetros (mm) do halo de hidrdlise

Dc= corresponde ao diametro (mm) da colénia

4.7 Caracterizacao das linhagens promissoras
4.7.1 Técnica de microscopia: Coloracdo de Gram

As linhagens bacterianas que foram capazes de crescer no meio especifico para
CGTase e apresentaram maior zona de hidrdlise na presenca da solucdo Vermelho
Congo foram visualizadas microscopicamente através da técnica de coloracdo de Gram
(GRAM, 1884).
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4.7.2 Teste de Catalase

O teste da enzima catalase permite separar as bactérias do género Streptococcus
catalase negativa de outras bactérias Gram +, catalase + com formato de cocos, como 0s
Staphylococcus. A enzima catalase € responsavel pela conversdo do perdxido de
hidrogénio em oxigénio e &gua. A liberacdo do oxigénio pode ser observada pela
formacdo de bolhas (ANVISA, 2016).

O teste da catalase consiste em colocar uma aliquota (1,0 mL) da suspensdo da
bactéria em uma lamina de microscopia, sendo posteriormente adicionado 1,0 mL de
solucdo peroxido de hidrogénio a 3,0% (v/v). O resultado é considerado positivo
quando se ha formacéo de bolhas apds a adicdo da solugdo do perdxido de hidrogénio
(UK Standards for Microbiology — Catalase Test, 2014).

4.8 Producdo de CGTase por Fermentacdo Submersa

As bactérias mais promissoras foram selecionadas para os estudos de fermentacéao
submersa para avaliar a producdo de CGTase. Desta forma, foram avaliados quais
seriam os melhores valores de pH e temperatura para o crescimento microbiano e

producdo da enzima.

4.8.1 Determinacdo do pH 6timo de crescimento

Inicialmente as bactérias foram inoculadas em frascos Erlenmeyer (50 mL)
contendo 10 mL de caldo nutriente, em diferentes valores de pH variando entre 5,0 e
10,0 (calibragdo do meio de cultivo foi conduzida em potenciébmetro fabricado pela
MARCONI, modelo MAS22 utilizando solugbes de HCl e NaOH). Apos esterilizagdo
dos frascos (121°C / 15 min) e subsequente resfriamento, os frascos foram incubados
em uma incubadora com agitacdo orbital (Marca SOLAB, modelo SL-222) sob
velocidade de agitagdo de 150 rpm a 35°C por 48 horas, sendo o crescimento bacteriano
determinado por leituras em espectrofotdmetro (Marca QUIMIS, modelo Q767B)
utilizando comprimento de onda de 590 nm, nos tempos de 24 e 48 h (ACEBO-
GONZALEZ e HERNANDEZ- GARCIA, 2013). O experimento foi conduzido em

duplicata.
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4.8.2 Determinacdo da temperatura 6tima de crescimento

As linhagens bacterianas consideradas promissoras foram selecionadas para
verificacdo da producdo de CGTase por fermentacdo submersa. Apos determinacdo do
melhor valor de pH de crescimento para as linhagens bacterianas, as bactérias foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 10 mL de caldo nutriente. Cada
linhagem foi inoculada no seu pH 6timo. Os frascos inoculados foram incubados a 150
rpm em 3 temperaturas diferentes (20°, 30° e 35°C) em 5 tempos diferentes (6,12, 24, 36
e 48 horas). A cada um desses tempos, aliquotas foram coletadas e medidas
espectrofotometricamente a 590 nm (ACEBO-GONZALEZ e HERNANDEZ-
GARCIA, 2013).

4.8.3 Analise estatistica

Com base nos valores obtidos apds avaliagdo do crescimento nos diferentes
valores de pH e temperatura, foram realizados o teste de Tukey a nivel de significancia
a 95% (p = 0,05), utilizando o programa Statistica 7.0 ®.

4.8.4 Padronizacdo do in6culo

Antes de iniciar a fermentacdo submersa com as linhagens bacterianas
promissoras, foi realizada a padronizacdo do indculo. As bactérias foram inoculadas em
frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio liquido especifico para
producdo de CGTase (Tabela 3), e incubadas a 35°C por 48 horas sob agitacéo orbital
de 150 rpm. Os frascos foram inoculados em duplicatas e ap0s esse periodo, foi
realizado diluicdo seriada para quantificar o numero de células viaveis, sendo o

resultado expresso em UFC/mL (Equagéo 2).
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Equacdo 2: C = Mpjaca X Di (UFC/mL)
Sendo:
C= concentracéo do inoculo
Mpiaca = Média aritmética da contagem

Di = diluicdo da contagem

4.8.5 Fermentacéo submersa

A producdo das enzimas amilaceas (o-amilase, B-amilase e B-CGTase) foi
realizada utilizando um meio liquido para a producdo de CGTase (Tabela 3). As
suspensdes padronizadas (1,2 x10° UFC/mL) das bactérias promissoras foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio. Cada
linhagem foi incubada em dois Erlenmeyers, sendo que o primeiro contendo o meio
liqguido conforme descrito na Tabela 3 suplementado com amido (meio Am) e o
segundo contendo 0 mesmo meio, suplementado com crueira (meio Cr). Em ambos 0s
frascos, os valores 6timos de pH foram 6,0 e 7,0, respectivamente. Os sistemas foram
incubados a 35°C sob agitacdo orbital com velocidade de agitacdo de 150 rpm, sendo
retiradas aliquotas de 2 mL nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 e 48 horas. As
aliquotas retiradas em cada tempo foram colocadas em frascos eppendorfs,
centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram congelados a -20°C

para analises posteriores.
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4.9 Ensaios Analiticos
4.9.1 Determinacdo da concentracdo da proteina total soltuvel

A concentracdo de proteinas totais solUveis presentes no extrato enzimatico bruto
foi determinada pelo meétodo Hartree-Lowry (HARTREE, 1972), utilizando soro
albumina bovina (BSA) como padréo. Na Tabela 5 s&o indicados os reagentes utilizados
para esta analise. A mistura reacional foi preparada a partir da adi¢cdo de 0,45 mL do
reagente A a 0,5 mL do extrato enzimatico. A mistura reacional foi entdo incubada a
50°C, por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e foi
adicionado 50 pL do reagente B, seguido de incubagdo por 10 min a 25°C. Apds esse
periodo, foi acrescentado a mistura reacional 1,5 mL do reagente C, seguido de
incubacdo a 50°C por 10 minutos. O branco da reacdo foi realizado de acordo com o
mesmo procedimento descrito acima, substituindo o extrato enzimético por agua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de
650 nm.

Tabela 5: Reagentes utilizados no método Hartree-Lowry.

REAGENTE A REAGENTE B REAGENTE C

1 volume de Folin
0,49 de KNaC4044H,0 (7TmM) 0,49 de KNaC4064H,0 (7mM)  Ciocalteau para 15 volumes

de agua.

20g de Na,COs (0,81M), 100mL 0,2 de CuSO4.5H,0 (0,04M),

de NaOH (0,5N), completar 2mL de NaOH (0,5N), -
para 200mL com H,O acrescentar 18mL com H,O
Estocagem: Preparar
Estocagem: 2 a 3 meses em Estocagem: 2 a 3 meses em o
) ) diariamente 16,0 mL ou
temperatura refrigerada. temperatura refrigerada.

maultiplos deste, ndo estocar.

A curva padrdo utilizada para determinar a concentra¢do protéica foi construida
utilizando BSA (mg/mL), seguindo o mesmo procedimento, substituindo o extrato
enzimatico pela solu¢cdo com BSA em diferentes concentracdes, resultando na Equacéo
3.

27



Equacéo 3: y =0,0001x + 0,0049
Sendo:
y= absorbancia da reacéo
x= Concentracdo protéica (mg/mL)

4.9.2 Determinagédo da Atividade de Amilase
4.9.2.1 Atividade de a-amilase

Para a determinacdo da atividade de a-amilase a analise foi feita em triplicata,
onde foram pipetados 0,5 ml de amostra (agua para o controle e extrato enzimatico para
a reacao) em um tubo contendo 0,5 ml de tampao fosfato de sdédio 0,2 M, pH 6,9
suplementado com 1,0% (p/v) amido e 0,006 M de cloreto de sédio. A mistura reacional
foi incubada por 3 min a 25°C, e apds esse periodo, foi adicionado 1,0 mL de Solugédo
acido 3,5-Dinitrossalicilico 1% (p/v), reativo de cor, e, novamente, ela foi incubada
durante 5 minutos, em banho-maria a 100°C (BERNFELD, 1955).

Apds este procedimento, a mistura reacional foi resfriada a temperatura
ambiente, e entdo, adicionado 10,0 mL de agua deionizada, seguido de leitura em
espectrofotdmetro a 540 nm. A quantidade de micromoles de maltose liberada por
minuto de reacgdo foi obtida por meio da Equacédo 4 (curva padrdo) enquanto a atividade

enzimatica determinada pela Equacéo 5.

Equagdo 4: y = 4,1084x + 0,0799
Sendo:
y= absorbancia da reagéo

x= Concentragédo de a-amilase (umol/mL)

Equacéo 5: AE = (Abs x Dil - 0,0799) / 4,1084

AE= Atividade enzimatica
Abs= Absorbancia a 540nm
Dil= Diluicao
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4.9.2.2 Atividade de p-amilase

Para a determinacdo da atividade de B-amilase a anélise foi feita em triplicata,
onde foram pipetados 0,5 ml de amostra (agua para o controle e extrato enzimatico para
a reacdo) em um tubo contendo 0,5 ml de tampdo acetato de sdédio 0,016 M, pH 4,8,
suplementado com 1,0% (p/v) amido e 0,006 M de cloreto de sédio. A mistura reacional
foi incubada por 3 min a 25°C, e ap6s esse periodo, foi adicionado 1,0 mL de Solugéo
acido 3,5- Dinitrossalicilico 1% (p/v), reativo de cor, e, novamente, ela foi incubada
durante 5 minutos, em banho-maria a 100°C (BERNFELD, 1955).

ApoOs este procedimento, a mistura reacional foi resfriada a temperatura
ambiente, e entdo, adicionado 10,0 mL de &gua deionizada, seguido de leitura em
espectrofotdmetro a 540 nm. A quantidade de micromoles de maltose liberada por
minuto de reacdo foi obtida por meio da Equacdo 6 (curva padrdo) enquanto a atividade

enzimatica determinada pela Equacéo 7.

Equacéo 6: y = 6,9825x + 0,0754
Sendo:
y= absorbéancia da reacéo

x= Concentracdo de a-amilase (umol/mL)

Equacéo 7: AE = 6,9825x + 0,0754

AE= Atividade enzimatica
Abs= Absorbancia a 540nm
Dil= Diluicao

4.9.2.3 Atividade de p-CGTase

Para a determinacgdo da atividade de B-CGTase, uma curva analitica foi construida
conforme descrito a seguir. Foram preparados uma solucdo alcoolica (95%) estoque de
3 mmol/L PHE (Fenolftaleina) e uma solugdo tampdo de carbonato de soédio 0,6 mol/L.
No momento da dosagem da atividade enzimatica, foi preparada uma solucgéo reacional

PHE, misturando-se 2,0 mL da solugéo estoque PHE em 20,0 mL de solucdo tampéo
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carbonato de sédio 0,6 mol/L, perfazendo o volume final de 100 mL com &gua
destilada.

A solucdo de 1 mmol/L ciclodextrina (B-CD) foi preparada dissolvendo-se 0,1135
g de B-CD e completando-se o volume final para 100 mL, contendo 70% de agua
destilada, 20% de solugédo tampéo Tris-HCI 50 mmol/L e 10% de solucéo de CaCl, 50
mmol/L.

Para se preparar a curva padrdo foram utilizados 21 tubos de ensaio com
concentragdes conhecidas de f-CD, na faixa de 0 a 1 mmol/L. A diluicdo foi feita com
agua tamponada. A dosagem de B-CD foi realizada misturando-se 0,5 mL da amostra
que continha a B-CD numa concentracao conhecida, com 2,5 mL da soluc¢éo trabalho de
PHE. A leitura foi efetuada utilizando espectrofotdmetro o branco correspondia a
solugéo do primeiro tubo, que continha uma concentracdo nula de B-CD.

Considerando que a relacdo entre a absorbancia e a concentracdo de B-CD
somente permanece linear para concentragfes até 0,4 mmol/L, foi necessario a adocéo
da teoria da complexacédo, a qual fornece a relagcdo ndo-linear entre a absorbéncia e a
concentragdo de B-CD. Nesta teoria, assume-se a formacdo de um complexo com
apenas uma molécula de PHE e uma molécula hospedeira (B-CD), e considera a
formacdo do complexo como uma reacgdo reversivel que estd em equilibrio na solugédo
de dosagem, chegando a definicdo de uma constante de equilibrio termodindmico (K B-
CD). Esta constante foi determinada por regressdo nao-linear da Equacdo 9, utilizando o
método de Quasi-Newton do programa Statistica®, para a série de dados obtida na
curva padrdo Anexol, a andlise foi feita em triplicata.

Portanto, os resultados de absorbancia em funcdo da concentracdo de B-CD,
ajustados pela teoria da complexagéo, foram calculados de acordo com a Equacdo 8.

Também foram calculados os limites de quantificacdo e detecgdo.

Equagdo 8: C = a (1 _-Abs330 ) (1 + Abs0/ 550

Abs0/550 K a Abs550

Sendo:

C: concentragéo de B-CD (mmol/L),

a: concentracao total de PHE na cubeta do ensaio,

Abs550 e Abs0/550: séo as absorbancias em 550 nm das amostras e do branco,

respectivamente.
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4.10 Matéria-prima da fermentacéo

As amostras de crueira, residuo industrial muito comum obtido através do
processamento da mandioca, foram obtidos no municipio de Moju, na vila quilombola
de Jambuacu, como pode ser observado na Figura 13. O transporte foi feito em uma
caixa térmica contendo gelo para evitar a degradacéo enzimatica devido a alta atividade
de agua.
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Figura 13: Localizacdo da plantagdo de mandioca e localizagdo da UFPA.
Fonte: Google Earth.

4.10.1 Composicao Centesimal
4.10.1.1 Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo sistema de secagem direta em que
consiste na pesagem de 3,0 gramas de amostra de crueira, seguido de incubagéo a 105°C
em estufa de secagem (SOLAB, modelo: SL-100) com circulacdo de ar forcado. A
amostra foi mantida a essa temperatura até atingir constancia no peso, sendo em seguida
resfriada em ambiente ausente de umidade (dessecador) até aproximadamente 25°C
(AOAC, 2012). A equacao 9 foi a utilizada para determinar a porcentagem de umidade,
a analise foi feita em triplicata.
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100X
Equacdo 9: U% = o

p

Sendo:
U= Umidade
m= peso em gramas de agua evaporada apos secagem

p= peso em gramas da amostra

O residuo seco foi triturado em agitador de facas até atingir o aspecto de farinha
como pode ser observado na Figura 14.

Figura 14: Residuo da mandioca (A) Crueira in natura, (B) Crueira seca e (C) Farinha

de crueira.

Fonte: Fotografia do autor.

4.10.1.2 Teor de lipideos

O teor de lipideos foi determinado pelo sistema de extragdo em Soxhlet, que
consiste em uma extragdo direta, onde se tem 3,0 gramas de amostra seca e envolvida
em papel de filtro em um aparelho extrator, acrescido de éter de petroleo (marca: NOX)
e mantido sob aquecimento em um refluxo continuo por 4 horas, com posterior
evaporacdo do solvente em estufa a 105°C (AOAC, 2012). A Equacao 10 foi utilizada

para determinar a porcentagem de lipideos na amostra, a andlise foi feita em triplicata.

100Xn

Equagcéo 10: L% =
P
Sendo:

L= Lipideos
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n= peso em gramas de lipideos
p= peso em gramas de amostra

4.10.1.3 Teor de cinzas
As amostras secas foram incineradas até ndo haver mais a liberacdo de fumaca, e
posteriormente, calcinadas em mufla (Lucadema) a 550°C até atingir a constancia no

peso (AOAC, 2012). A Equacdo 11 foi a utilizada para a determinacdo de cinzas, a

analise foi feita em triplicata.

100Xn

Equacdo 11: C% =
p

Sendo:
C=Cinzas
n= peso em gramas de cinzas

p= peso em gramas de amostra

4.10.2 Teor de proteina bruta

O valor de Proteina foi determinado pela técnica do destilador Kjeldahl e bloco
digestor (VELP SCIENTIFICA, modelo: UDK 159), baseado em hidrdlise e posterior
destilacdo da amostra, avaliando-se a porcentagem de nitrogénio na amostra. Foi
utilizado o fator 6,25N para conversao para proteinas (AOAC, 2012), a analise foi feita

em triplicata.

4.10.3 Teor bruto de fibras totais

O teor bruto de fibras foi determinado por meio de digestdo do material em
solucdo de H,SO,4 a 1,25% p/v por 30 minutos, seguida de digestdo com solucédo de
NaOH 1,25% p/v por mais 30 minutos no determinador de fibras (SOLAB, modelo: SL-
1118). Posteriormente, o material foi lavado com Etanol por 3 minutos e uma nova
lavagem com Acetona por 3 minutos. Apos as lavagens, as amostras foram secas em
estufas e posteriormente incineradas em mufla a 550°C (AOAC, 2012). A Equagéo 12

foi utilizada para determinar o teor de fibras, a analise foi feita em triplicata.

(C—A)-D
— x
B

Equacéo 12: Fibra bruta% = 100
Sendo:
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A= massa do saquinho vazio
B= massa da amostra

C=massa do conjunto cadinho-saquinho-extrato
D= massa do conjunto cadinho-cinzas

4.10.4 Teor de amido

O teor de amido foi determinado pelo método titulométrico de Lane-Eynon, no
qual se baseia na reducédo de volume conhecido do reagente de cobre alcalino (Fehling)
a oxido cuproso. Os valores foram expressos em base seca (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

4.10.5 Atividade de dgua (Aw)

A determinacdo da atividade de agua tanto para o residuo da crueira quanto para a
farinha da crueira foram determinadas pelo equipamento AqualLab (serie: 3TE) pelo
método da AOAC (2012).

4.10.6 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi determinado por potenciometria, a analise foi feita em
triplicata, onde foi feita inicialmente uma diluicdo de 10 vezes e posteriormente
homogeneizado e verificado no pHmetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdes das linhagens produtoras de CGTASE

As linhagens de bactérias endofiticas isoladas de Physalis angulata se
encontravam conservadas na cole¢do de culturas do LEPM. As bactérias foram isoladas
de diferentes partes da planta (raiz, caule e folha), de acordo com dados experimentais
anteriores (publicado no trabalho com o titulo de Colonizacdo inicial de bactérias
endofiticas em Physalis angulata L.), totalizando 23 linhagens. Essas linhagens foram
testadas quanto a producéo de celulases, xilanases e peptidases, apresentando resultados
promissores. Até entdo, essas linhagens ainda ndao haviam sido testadas quanto a
producdo de amilases, sendo entdo avaliado no presente trabalho.

Foi realizada uma bioprospeccdo indireta com as 23 linhagens de bactérias
isoladas de Physalis angulata para verificar a capacidade em produzir as enzimas
Amilases e B-CGTase. Apos 48 h de incubacdo em meio seletivo para producdo de

CGTase, apenas 14 linhagens apresentaram crescimento em placa (Figura 15).

Figura 15: Crescimento em placa das bactérias no tempo de 24 horas: A- Linhagem L,
B- Linhagem C e C- Linhagem Q.

Das 14 linhagens que cresceram em meio especifico para CGTase (NAKAMURA
e HORIKOSHI, 1976) apenas 7 foram capazes de formar zona de hidrolise apos
revelagdo com solucdo Vermelho Congo (Figura 16, Tabela 6). Sabe-se que a formacéo
de zonas de hidrolise se da em funcdo do complexo com o y- CDTase (MATIOLI et al.,
1998). Contudo, das 7 linhagens bacterianas positivas, apenas 3 apresentaram valores de
indice enzimatico significativos. Segundo Hankin (1975), quanto maior for o indice
enzimatico (IE), maior é a atividade no meio. Um dos melhores resultados pode ser

observado na Figura 16.
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Figura 16: Formacao do halo em meio especifico para y-CGTase, apos revelagdo

com solucéo vermelho Congo, para a bactéria C.

Tabela 6: indice Enzimatico para CGTase (y-CD)

Bactéria Ir-1dice

Enzimatica

B 1,83+0,25
BB 1,13+0,17

C 3,40 + 0,49
DD 0,86 + 0,09
EE 1,40 + 0,09

L 4,60 + 0,31
2,67 0,44

+ Desvio Padrdo (DP)

Segundo a escala de Silva (2015), as linhagens foram classificadas como fraco
positivo (1,0 < IE < 1,5), médio positivo (1,5 < IE < 2,0), forte positivo (IE > 2) e nao
produtoras (IE = 0) da enzima estudada. Tomando por base essa classificacdo (Silva,
2015), somente as linhagens C, L e Q foram classificadas como fortemente produtoras
da enzima CGTase (y-CD), com destaque especial para a linhagem bacteriana L, que
apresentou um IE de 4,60 + 0,31. Das 3 linhagens com maior IE, 2 foram isoladas da
raiz (linhagens C e Q) e 1 do caule (linhagem L), previamente identificadas como
Bacillus no trabalho anterior (Colonizacéo inicial de bactérias endofiticas em Physalis
angulata L.).
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5.2 Determinacédo das atividades amiloliticas e p-glucosidase em placa

As trés linhagens bacterianas selecionadas apresentaram valores IE
diferenciados paras as atividades em placas, tanto para a enzima B-glucosidase como
para a atividade amilolitica. Como pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7: indice enzimatico das atividades de B-glucosidase e Amilase

Amostra B-glicosidase Amilolitica

C 1,46 + 0,04 0,69 +0,01

L 1,25+0,11 1,15+ 0,03

Q 0,67 +0,02 0,40+0,01
+D.P.

As trés linhagens estudadas apresentaram um perfil de producdo considerado
fraco, de acordo com a classificacdo de Silva (2015). A linhagem bacteriana L
apresentou um valor maximo IE de 1,15 + 0,03 para atividade de amilase e a linhagem
bacteriana C com um valor maximo IE de 1,46 + 0,04 para atividade de B-glucosidase

(Figura 17), porem nem todas as linhagens produtoras de B-glucosidase s&o produtoras
de CGTase.

Figura 17: Atividade enzimatica detectada em placa de Petri, ambas para a linhagem
bacteriana L: (A) B-glucosidase e (B) Amilase.
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5.3 Caracterizacgao das linhagens promissoras

As linhagens mais promissoras foram submetidas a teste de microscopia

(coloracéo de Gram) e ao teste da catalase, como observado na Tabela 8 e nas Figuras

18 e 19.

Tabela 8: Caracteristicas da Coloracdo de Gram e Producgdo de Catalase

Bactérias Gram Catalase  Morfologia
C + + Cocos
L + + Cocos
Q + + Cocos

Figura 18: Micrografia da linhagem bacteriana C com visualizacdo de
endoesporo.

Figura 19: Exemplo do teste de catalase. A) catalase positiva e B)
catalase negativa.
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Todas as trés linhagens apresentaram coloracdo compativel com Gram +,
catalase + e formacdo de enddsporos, indicando sugestivamente serem bactérias
pertencentes ao género Bacillus. A producdo de enddsporos acontece quando essas
bactérias se encontram em ambiente desfavoravel ao crescimento e desenvolvimento
celular. A visualizagéo dessa estrutura foi observada ao fim de 24 horas de incubagdo a
35°C, indicando que se teve o consumo total do nutriente. A identificagdo presuntiva das
3 linhagens como pertencentes ao género Bacillus corrobora com dados na literatura que
indicam que esse género é considerado um dos melhores produtores para p-CGTase
(COSTA e BOCCHI 2012).

De acordo com Levinson (2016), bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas sao
capazes de produzir enzimas oxidativas capazes de catalisar reacGes de quebra do
radical livre O, (superdxido), como a enzima superoxido dismutase e do perdxido de
hidrogénio (H,0O;), como a enzima catalase. Assim, das 3 linhagens testadas, apenas a
linhagem C foi capaz de produzir catalase e reagir com o peroxido de hidrogénio
(H20,).

5.4 Determinacao do pH 6timo de crescimento

As 3 linhagens promissoras foram testadas quanto ao efeito do pH e temperatura
no crescimento. Foram testados 6 valores de pH e 3 de temperatura, como podem ser
observados nas Tabelas 9 (pH) e 10 (temperatura). Foi possivel observar que a bactéria
C apresentou um 6timo de crescimento em pH 6,0 a 35°C com valore de densidade Gtica
(DO) 1,683+0,039, ao fim de 48 horas de incubacdo. Ja as bactérias L com o valor de
DO 1,605+0,006 em pH 6,0 a 35°C e a bactéria Q com o valor de DO 1,604+0,097 em
pH 7,0 a 30°C, respectivamente, ao fim de 48h de incubacdo.
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Tabela 9: Relagéo do crescimento das linhagens promissoras crescidas em diferentes valores de pH

Bactéria C
Tempo (h) pH 4,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
24 0,010+0,005* 1,417+0,006"8 1,102+0,041°C 1,035+0,008%° 0,904+0,003% 0,219+0,0027
48 0,014+0,002%4 1,683+0,039"¢ 1,562+0,017°" 1,302+0,009 1,164+0,003% 0,295+0,011
Bactéria L
Tempo (h) pH 4,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
24 0,192+0,004%A 1,004+0,005"8 1,152+0,002¢C 1,316+0,009°° 1,338+0,003°F 0,4860,002"
48 0,199+0,01%* 1,605+0,006"¢ 1,477+0,011° 1,471+0,049° 1,505+0,002°- 0,194+0,023%
Bactéria Q
Tempo (h) pH 4,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
24 0,020+0,004%* 0,875+0,007%® 1,261+0,009°° 0,894+0,004%F 0,912+0,005"" 0,258+0,016%
48 0,017+0,001%A 1,478+0,004°C 1,604+0,097°F 1,496+0,049°C 1,212+0,020" 1,109+0,041°
+D.P.

* Letra minuscula na mesma linha néo teve diferenca significativa

**|_etra maiuscula na mesma coluna néo teve diferenca significativa

*** Valores expressos em absorbancia
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Tabela 10: Relacdo do crescimento das linhagens promissoras crescidas em diferentes temperaturas

Tempo . : !

) Linhagem C Linhagem Q Linhagem L

20°C 30°C 35°C 20 °C 30°C 35°C 20 °C 30°C 35°C
6 0,119+0,008**  0,022+0,008®  0,254+0,03°°  0,091+0,002**  0,019+0,005®®  0,369+0,026°° 0,128+0,001** 0,026+0,008°®  0,640+0,001*
12 0,148+0,01" 0,049+0,003®®  0,305+0,002°  0,138+0,006"  0,044+0,001°® 0,381+0,056°° 0,147+0,001" 0,079+0,01°®  0,641+0,006"C
24 0,154+0,003"*  0,303+0,016"®  0,335+0,023%® 0,177+0,01*  0,655+0,003®®  0,404+0,012°° 0,165+0,005** 0,292+0,004°®  0,869+0,01°
36  0,170+0,001°*  0,302+0,006"™  0,336+0,021°® 0,221+0,003"  0,681+0,003"®  0,509+0,014°¢ 0,237+0,003"* 0,308+0,001**  0,886+0,01°®
48 0,178+0,005**  0,307+0,002™  0,370£0,022°°  0,229+0,001°*  0,931+0,005°®® 0,760+0,02°°  0,239+0,001%* 0,312+0,009®®  0,899+0,023
+D.P.

* Letra minGscula na mesma coluna ndo teve diferenca significativa

**|_etra maiuscula na mesma linha néo teve diferenca significativa

*** Valores expressos em absorbancia
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O presente estudo, esse valor foi inferior ao observado pelas linhagens Q, L e C
que apresentaram uma DO de 1,604 + 0,097 em pH 7,0, 1,605 £ 0,006 em pH 6,0 e
1,562 + 0,017 em pH 6,0 ao fim de 48 horas de fermentacdo, respectivamente (Tabela
11).

Com relacdo a temperatura 6tima de crescimento das bactérias endofiticas, foram
observados valores maximos de DO de 0,370 + 0,022 para a bactéria C, 0,760 + 0,02
para a bactéria L quando se utilizou a temperatura de 35°C e 0,931 + 0,005 para a
bactéria Q, na temperatura de 30°C, ao fim de 48h. A bactéria Q ainda apresentou valor
de DO de 0,886 + 0,023 a 35°C por 48 horas. Assim, visando otimizar e uniformizar o
processo fermentativo, a temperatura de 35°C foi escolhida como temperatura de
fermentacéo.

Segundo Carvalho (2007), a linhagem Bacillus sp. SMIA-2 apresentou uma
temperatura ideal de 50°C no tempo de 24 horas, com uma DO 2,042+0013, sendo esse
valor superior ao encontrado no presente estudo. Porém, segundo o autor, a producdo de
amilases ocorreu em uma larga faixa de temperatura indo de 30 a 80°C. Para Haq et al.
(2010), a melhor atividade de o-amilase para a linhagem mutante de Bacillus
amyloliquefaciens EMS-6 foi a 37°C ap0s 48 horas.

De acordo com Punia et al. (2016), a linhagem Bacillus subtilis apresentou as
condicdes 6timas de producdo das enzimas amilases em pH 8, a 37°C ao fim de 48
horas com um valor de DO de 0,55. Os parametros para a producdo enzimatica no
estudo foram fixados para as linhagem de Bacillus sp., identificadas como C, L e Q, a
temperatura de 35°C, no tempo de 48 horas com o pH 6 para a linhagem C, L e pH 7

para a linhagem Q.

5.5 Atividade enzimatica

As atividades de a-amilase dos extratos enziméticos obtidos a partir da

fermentagdo das 3 linhagens promissoras de bactérias endofiticas na presenca de 2
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substratos como fontes de carbono (amido comercial e crueira) estdo representadas na

Figura 20.
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Figura 20: Dosagem da atividade enzimética de a-amilase nos extratos obtidos da

fermentacao submersa.

A bactéria C (Bacillus sp.) ao fim de 48 horas, apresentou uma atividade
enzimética a-amilase maxima de 5,63 + 0,004 U/mL (amido comercial) e 5,53 + 0,01
U/mL (crueira). J& a bactéria L (Bacillus sp.), no mesmo tempo de fermentacéo,
apresentou valores méximos de atividade enzimatica de 4,73 + 0,001 U/mL (amido
comercial) 0 mesmo valor encontrado no tempo de 36 horas (permanecendo constante a
atividade) e 4,83 0,01 U/mL (crueira), enquanto que a bactéria Q (Bacillus sp.)
apresentou atividade enzimatica de 4,53 + 0,002 U/mL (amido comercial) e 5,08 +
0,001 U/mL (crueira), os resultados podem ser melhor observados no Anexo 2. Os
valores encontrados no presente trabalho foram inferiores aos observados na literatura.

De acordo com Carvalho (2007), ao fim de 48 horas de fermentacdo em meio
contendo amido soluvel, a linhagem Bacillus sp. SMIA-2, isolada de amostra de solo do

municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, obteve valores maximos de
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atividade enzimatica de a-amilase 19,069 + 1,398 U/mL. Deb (2013), conseguiu valores
de atividade de a-amilase de 27,43 + 0,08 U/mL ao fim de 48 horas quando utilizou a
linhagem Bacillus amyloliquefaciens P-001, em meio contendo amido soltvel.
Segundo Junior et al.(2012), as bactérias isoladas do rizobio de Cajanus cajan
(L.), utilizando como fonte de carboidrato o extrato de fermento- manitol, obteve uma
atividade amilolitica de 3,70 U/mL para o isolado 47,3b, o Unico que apresentou melhor
resultado em comparacao com as 27 cepas isoladas.
De acordo com Teixeira et al. (2017), a atividade amilolitica de 0,7 U/mL para
a bactéria isolada da mandioca identificada como MANI A, no tempo de 7 dias a 28°C e
usando a manipueira como fonte de amido foi encontrada. Os valores encontrados por
Teixeira et al. (2017), foram inferiores quando comparados aos resultados encontrados
no presente estudo pelas bactérias isolado da Physalis angulata.

De acordo com os resultados obtidos, é possivel observar que o residuo crueira
pode ser considerado uma fonte amilacea para producdo da enzima a-amilase. As
linhagens Q e a L ao final de 48 horas apresentaram 0s maiores valores para atividade
de a-amilase.

Vale a pena ressaltar que, em termos comparativos com dados da literatura,
mesmo os valores do presente trabalho sendo 4 a 6 vezes inferior ao que se conhece, as
comparages ndo refletem muito a realidade, visto que estudos de otimizagdo da
producdo, variando as concentracdes de fonte carbono e alternar fontes de nitrogénio
podem levar a aumentos significativas da producéo da atividade de o-amilase.

As atividades de p-amilase dos extratos enziméticos obtidos a partir da
fermentacdo das 3 linhagens promissoras de bactérias endofiticas na presenca de 2
substratos como fontes de carbono (amido comercial e crueira) estdo representadas na

Figura 21.
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Figura 21: Dosagem da atividade enzimatica de [3-amilase nos extratos obtidos da

fermentacao submersa.

Os valores de atividade de B-amilase foram relativamente baixos, sendo a
atividade maxima (0,904 + 0,01U/mL) observada pela linhagem C, ao fim de 48 horas,
na presenca do residuo crueira. Outra linhagem, a linhagem L também apresentou
valores de atividade enzimatica (0,834 + 0,01U/mL) préximos do valor maximo. A
linhagem Q apresentou valores similares tanto na presenca de amido comercial como na
presenca de crueira, 0,429 = 0,01 e 0,479 + 0,01 U/mL, respectivamente. Melhor
observado no Anexo 3.

De acordo com Cunha et al. (2016), a producdo de B-amilase pela Pinicillium spp.
LEMIA8221, obteve o valor de 0,13+0,05 U/mL em pH 5, temperatura de 30°C por 48
horas utilizando como fonte de carboidrato o residuo da colheita de soja, poréem o valor
€ muito baixo quando comparado com outras cepas de Pinicillium spp., devido o
residuo conter um elevado conteddo lignocelulésico, sendo a atividade enzimatica
encontrado muito inferior ao encontrado neste trabalho usando a crueira e o amido
comercial como fonte de carbono. Para Olufunke e Azeez (2012), a producdo de B-
amilase foi de 0,479 U/mL utilizando cepa de Bacillus subtilis a 35°C por 48 horas e a
noz de cola (Cola nitida Ventenat) como fonte de carbono, apresentando um valor

elevado
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quando comparado com as cepas usadas no estudo.

Os valores encontrados no presente estudo para a atividade de -amilase nas 3
cepas isoladas da Physalis angulata, foram inferiores quando comparados com a
literatura, porém as linhagens das bactérias C e L, quando hidrolisam a crueira,
apresentaram oOtimos resultados em relacdo ao amido comercial, com isso a crueira pode
ser considerada como 6timo substrato para a producdo de enzimas p-amilases. Cepas
isoladas de plantagcdes que possuem em sua composicdo altas concentragfes de amido
apresentam valores elevados de atividade para as enzimas a e f-amilase, porém as cepas
do estudo foram isoladas de uma planta que ndo é considerada fonte de amido, mas
mesmo assim, obtiveram resultados para a producédo das enzimas o e f-amilase.

A atividade enzimatica de B-CGTase das 3 linhagens bacterianas esta apresentada

na Figura 22.
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Figura 22: Dosagem da atividade enzimatica de B-CGTase nos extratos obtidos da

fermentacao submersa.

Os valores de atividade enziméatica mais relevantes foram encontrados para as

bactéris Bacillus sp. C e L (6,37 U/mL e 6,29 U/mL, respectivamente), ao fim de 48
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horas utilizando o substrato crueira como fonte de carbono. Ja a bactéria Bacillus sp. Q
apresentou valor méximo de 6,57 U/mL na presenca de amido comercial, ao fim de 48
horas. Em comparacdo com dados na literatura, esses valores podem ser considerados
promissores, podendo ser melhor observado no Anexo 4.

Segundo Moriwaki et al. (2009), a linhagem Bacillus firmus 37, isolada do solo de
uma plantacdo de mandioca da cidade de Maringa, apresentou valor de atividade
enzimatica de 0,48 U/mL, ao fim de 24 horas em 37°C e amido comercial como fonte de
carboidrato. Costa et al. (2015), apresentou um valor de 1,47U/mL para o Bacillus
circulans DR 9R, isolado da batata, quando a fermentacdo foi conduzida a 37°C por 48
horas e amido comercial como fonte de carboidrato. De acordo com Rajput et al. (2016),
utilizou Microbacteria terrae KNR 9, a 30°C por 72 horas em meio contendo amido
comercial para a producdo de CGTase, obteve um valor de 4,71 U/mL.

As linhagens de bactérias endofiticas isoladas de Physalis angulata podem ser
consideradas promissoras devido a sua alta producdo quando a crueira é utilizada como
fonte de carbono. Por se tratar de um residuo, sua utilizacéo reduz o custo de producéo

enzimatica, sendo um diferencial competitivo.

5.6 Teor de proteina bruta

O teor de proteina total bruta solvel no extrato enzimatico das 3 linhagens

bacterianas foi avaliado. Os resultados estdo expressos na Figura 23.
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Figura 23: Dosagem de proteinas totais sollveis pelo método de Lowry nos extratos
obtidos da fermentacdo submersa.

Para as 3 linhagens de bactérias endofiticas, somente a bactéria Bacillus sp. L
apresentou valores de proteinas totais soliveis superiores a 228,43 £ 0,02ug/mL quando
comparado a producdo utilizando o residuo da mandioca. Com relacdo a bactéria
Bacillus sp. Q, ap6s 48 horas de fermentacdo os valores de proteinas totais sollveis nos
dois meios foram a 134,43 = 0,03ug/mL (crueira) e 132,77 = 0,015pug/mL (amido
comercial), como pode ser observado no Anexo 4.

De acordo com Rajput et al. (2016), a linhagem Microbacteria terrae KNR 9 foi
capaz de produzir 5,23 pg/mL de proteina total a 30°C por 72 horas em meio contendo
amido comercial. Segundo Marques (2017), o fungo Saccharicola sp. EJC04 isolado da
Eugenia jambola (jamel&o), foi capaz de produzir 20,88 pg/mL de proteina total a 28°C
por 8 dias, na presenca de farelo de algod&o e farelo de trigo nas concentragcfes de 1:2.
Para Guzman e Yhon (2014), a linhagem isolada de cana-de-agucar, Leuconostoc
mesenteroides IBUN 91.2.98, obteve o valor maximo de proteina total de 2,82 pg/mL a

30°C por 5 horas.
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A quantificacdo de proteina total bruta obtido no estudo foi superior ao
encontrado na literatura, somente a bactéria Bacillus sp. L obteve um crescimento maior

quando comparado com outras cepas que utilizaram o amido comercial.

5.7 Composigao Centesimal

O processo de secagem e posterior trituracdo do residuo a crueira facilitou a
homogeneizacdo da amostra, permitindo um perfil uniforme para o residuo, semelhante
ao observado pela farinha branca. Esses processos facilitaram a utilizagdo do residuo
como fonte de carbono para processo fermentativo e caracterizacdo da composicao
centesimal do residuo. Na Tabela 11, a composi¢do centesimal do residuo crueira esta
demonstrada, com 0s seus valores e 0s desvios apresentados para cada um dos

parametros desejados.

Tabela 11: Composicgéo centesimal da crueira.

Parametros Resultados*
U (%) 45,63 + 1,6
Cinzas (%) 2,34+1,20
Lipideos (%) 2,15+1,13
Fibra bruta (%) 9,41+£1,90
Proteina (%) 2,62 +0,77
Amido (%) 68,8 £ 2,64
Aw 0,03
pH 4,00
+D.P.

*QOs resultados foram expressos em base seca.

As diferencas nos valores observados na tabela 13, podem ser atribuidas ao local
de cultivo da planta Manihot (mandioca). As condigdes de cultivo encontradas em
Sergipe no Nordeste sdo diferentes daquelas encontradas em S&o Paulo na regido
sudeste e em Rondonia no norte do Brasil. Essas diferencas se devem a utilizacdo de
diferentes variedades de cultura de mandioca, das condi¢des climéticas e do tipo de solo
da regido produtora (Neves, 2004).

O valor de amido esta proximo ao encontrado por Carvalho (2008) que ¢é de 68 a
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48 % e o obtido foi de 68,8 + 2,64, porem um valor baixo quando comprado com Neves
(2004) e Rocha (2016) 81,1+0,18 e 82,00+0,58 respectivamente. Por ter um valor baixo
podera influenciar na fermentacéo, pois as bactérias utilizaram a crueira como nutriente.

O valor de pH para Carvalho (2008) e Neves (2014) foi respectivamente de 5,39 e
5,40 sendo superior ao encontrado no presente estudo foi de 4 influenciando na corregédo
do pH dos meios a serem fermentados.

O valor obtido para o teor de cinzas na crueira de 2,34 £+ 1,20 demonstrou ser alto
quando comparados com os autores de outras regides que foram de 0,9 £0,02 e 1,52 +
0,03, respectivamente no trabalho de Neves (2014) e Silva (2016). Esses valores sdo
considerados baixos quando comparado com valores obtidos para 0 mesmo componente
em outros residuos vegetais, como a palha de arroz e palha de trigo, que contém 17,5%
e 11,0% respectivamente (PANDEY, 2000).

No entanto, é possivel constatar que a crueira analisada apresenta-se como um
residuo com alto teor de amido e baixo teor de cinzas, 0 que a torna um residuo com

alto potencial para uso em processos de bioconverséo utilizando culturas microbianas.
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6 CONCLUSAO

Trés linhagens bacterianas isoladas da planta Physalis angulata apresentaram
indice Enzimatico considerado muito bom para a atividade de CGTase, com valores
superiores a 2,5, sendo a linhagem L a mais promissora (4,60).

A amostra de crueira apresentou os valores na sua composi¢do centesimal
satisfatorios para ser utilizada na bioconversdo, com uma alta concentracdo de amido
68,8+2,64 e um baixo valor de cinzas 2,34+1,20.

Para as condicdes de cultivo, com relacdo a pH e temperatura 6timo, os valores
foram padronizados em pH 6,0 e 35°C para as 3 linhagens bacterianas de modo que 0s
valores de atividade B-CGTase atingiram valores até 4,4 vezes superior aos descritos na
literatura.

Os resultados obtidos durante o processo fermentativo com as bactérias
endofiticas indicam que o uso do residuo crueira foi promissor producédo das enzimas p-
CGTase, p-amilase e a-amilase. A crueira € uma excelente fonte amildcea para ser
utilizada em bioprocessos, com cerca de 70 a 80% de amido na sua composigé&o.

As bactérias endofiticas isoladas da planta Physalis angulata apresentaram um
grande potencial biotecnoldgico para a producdo, em especial, da enzima B-CGTase
utilizando residuos amilaceos. Novos estudos deverdo ser realizados para otimizar a
producdo dessa enzima por essas bactérias endofiticas, bem como estudos taxonémicos

para identificar em nivel de espécie essas 3 linhagens de Bacillus sp.
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Figura 24: Curva padrdo para dosagem de p-CD.
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Anexo 2

Tabela 12: Atividade de a-amilase

62

Linhagem C
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 4,18+0,003 4,18+0,001
12 4,38+0,002 4,33+0,002
24 4,58+0,002 4,88+0,002
36 4,73+0,004 5,03+0,001
48 5,63+0,004 5,53+0,01
Linhagem L
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 4,23+0,001 4,08+0,002
12 4,48+0,002 4,38+0,01
24 4,58+0,001 4,63+0,01
36 4,73+0,04 4,68+0,01
48 4,73+0,01 4,83+0,01
Linhagem Q
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 3,98+0,001 4,43+0,001
12 3,98+0,007 4,58+0,01
24 4,08+0,01 4,83+0,01
36 4,48+0,002 4,83+0,002
48 4,53+0,002 5,08+0,001

+DP



Anexo 3

Tabela 13: Atividade de B-amilase
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Linhagem C
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 0,509+0,01 0,479+0,001
12 0,559+0,001 0,539+0,01
24 0,579+0,002 0,579+0,01
36 0,819+0,001 0,624+0,01
48 0,829+0,01 0,904+0,001
Linhagem L
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 0,524+0,001 0,459+0,03
12 0,529+0,001 0,489+0,01
24 0,534+0,01 0,614+0,001
36 0,699+0,002 0,734+0,001
48 0,714+0,002 0,834+0,002
Linhagem Q
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 0,379+0,001 0,404+0,01
12 0,414+0,001 0,429+0,001
24 0,429+0,001 0,429+0,001
36 0,454+0,002 0,439+0,002
48 0,479+0,002 0,469+0,01

+DP



Anexo 4

Tabela 14: Atividade de B-CGTase

Linhagem C
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 5,47+0,001 5,89+0,001
12 5,540,001 5,92+0,001
24 5,67+0,002 5,96+0,002
36 5,670,002 6,14+0,03
48 5,69+0,01 6,37+0,02
Linhagem L
Tempo(horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 5,24+0,01 5,84+0,001
12 5,41+0,001 5,97+0,001
24 5,58+0,02 6,26+0,02
36 5,58+0,02 6,29+0,02
48 5,78+0,001 6,290,001
Linhagem Q
Tempo (horas) Amido(U/mL) Crueira(U/mL)
6 5,38+0,01 6,03+0,01
12 5,55+0,03 6,06+0,001
24 5,75+0,04 6,090,001
36 6,06+0,03 6,26+0,04
48 6,57+0,03 6,36+0,03
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Anexo 5

Tabela 15: Atividade de proteinas

Linhagem C
Tempo(horas) Amido(pg/mL) Crueira(pg/mL)
6 80,1+0,001 142,77+0,03
12 83,4310,03 155,10+0,02
24 102,77+0,02 155,10+0,04
36 104,77+0,01 160,10+0,04
48 104,77£0,11 194,43+0,001
Linhagem L
Tempo(horas) Amido(pg/mL) Crueira(ug/mL)
6 52,10£0,001 74,43+0,02
12 133,77£0,03 119,77+0,03
24 149,10+0,06 122,10+0,06
36 176,43+0,04 141,43+0,04
48 28,4310,02 155,10+0,02
Linhagem Q
Tempo (horas) Amido(pg/mL) Crueira(pg/mL)
6 46,10+0,01 123,10+0,03
12 93,10+0,05 124,43+0,02
24 105,43+0,001 127,10+0,001
36 114,43+0,01 132,10+0,01
48 132,77+0,02 134,43+0,03

+DP



