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Isolamento e selecao de bactérias
produtoras de amilase e pectinase sob
fermentacgao submersa

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar bactérias presentes em manipueira fresca
com capacidade para produzir enzimas amiloliticas e pectinoliticas. Um total de cinco
isolados bacterianos foram obtidos e posteriormente inoculados em meio de cultivo
contendo manipueira pura (100% v:v) e diluida em meio minimo (50% v:v), ao longo de 31
dias. O isolado MANI B, classificado como Pseudoclavibacter helvolus, apresentou
crescimento consistente em ambos os tratamentos, ao longo de todo periodo de incubagado
e por este motivo foi selecionado para avaliar o seu desempenho quanto a produgdo de
amilase (sacarificante e dextrinizante) e pectinase, sob fermentacdo submersa, contendo
manipueira como Unica fonte de carbono, na forma pura (100% v:v) e diluida em meio
minimo (50% v:v), ao longo de seis dias. Efeito significativo dos tratamentos sobre a
atividade enzimatica de amilases e pectinase foi observado, sendo a concentragdo de 100%
de manipueira o melhor tratamento. As atividades enzimaticas de amilase sacarificante e
dextrinizante foram inferiores quando comparadas as atividades de pectinase, em todos os
tempos de fermentagdo avaliados. Concluiu-se que a manipueira se apresentou como fonte
de micro-organismos promissores para producdo de enzimas e que também se trata de um
substrato alternativo a ser empregado em processos fermentativos.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecgdo. Enzimas. Mandioca. Residuo Agroindustrial.
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INTRODUCAO

A Mandioca (Manihot esculenta Crantz), da familia Euphorbiaceae, é uma
cultura alimentar tropical amplamente cultivada na Africa, Asia e América Latina
(Akoroda, 1995). No Brasil, a area destinada a mandiocultura abrange,
aproximadamente, dois milhdes de hectares, sendo o pais um dos maiores
produtores mundiais de mandioca, cuja producdo é de aproximadamente 26,5
milhdes de toneladas de raizes frescas (Fraife Filho; Bahia, 2009).

A partir do processamento industrial da mandioca para producgado de farinha
(principal produto derivado da mandioca) é gerado um residuo liquido conhecido
como manipueira. Este sub-produto do processamento da mandioca quando
disperso no ambiente, sem tratamento algum, representa um passivo ambiental
importante a solos e mananciais de dguas (Barana; Cereda, 2000). Isto se deve ao
potencial poluente da manipueira, decorrente da sua elevada carga organica,
composta principalmente por acgucares soluveis de facil fermentacdo, que sdo
degradados rapidamente a acidos organicos, inviabilizando o tratamento deste
residuo por processos fisicos (Neves et al., 2014). Existe ainda o problema da
toxidez associada a presenca de um glicosideo caracteristico da planta de
mandioca (linamarina) potencialmente hidrolisavel a 4cido cianidrico e de
toxicidade significativa (Cereda, 2001).

Considerando o interesse crescente no uso eficiente de diversos residuos
agroindustriais, a manipueira pode representar um importante substrato para o
desenvolvimento de bioprocessos a fim de se obter diversas moléculas com alto
valor agregado, tais como proteinas microbianas, acidos organicos, etanol,
enzimas e metabdlitos secunddrios biologicamente ativos (Sanchés, 2009). Vale
ressaltar ainda, que o uso da manipueira como substratos em bioprocessos, além
de ser economicamente vidvel, contribuiria para minimizacdo dos problemas
ambientais decorrentes do seu acimulo na natureza (Dashtban et al., 2009; Alvira
et al., 2010).

Atualmente, a producdo industrial de enzimas enfrenta alguns gargalos
tecnoldgicos, sendo o custo de producdo um dos pontos mais avaliados (Stroparo
et al., 2012). Como alternativa para diminuir estes custos, estd justamente o
emprego de residuos agroindustriais, geralmente descartados pela industria, que
se mostram como uma fonte riquissima de substratos, geralmente, empregados
na fermentacgdo submersa (emprego de fontes de nutrientes solUveis num meio
liguido) ou na fermentagdo em estado sélido (uso de substratos com baixa
atividade de agua), sendo que a primeira apresenta-se mais vantajosa por permitir
maior controle sobre o processo, menor risco de contamina¢do e maior
rendimento (Feitosa et al., 2010).

Dentre as enzimas obtidas a partir do cultivo de micro-organismos em meios
fermentativos, destacam-se as amilases e pectinases. As amilases sdo enzimas
responsaveis pela degradagao das moléculas de amido. Para isso, uma enzima
sacarificante (beta-amilase) hidrolisara o amido fornecendo maltose e uma enzima
dextrinizante (alfa-amilase) atacara as ligagGes quimicas ao acaso, fornecendo uma
mistura de substancias chamadas de dextrina. As aplicagdes das enzimas
amiloliticas sdo amplas em processos biotecnolégicos das industrias téxteis, de
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papel e celulose, de couro, detergentes, bebidas destiladas, cervejas, panificacao,
cereais para alimentacdo infantil, liquefacdo e sacarificacdo do amido, racao
animal, indUstria quimica e farmacéutica (Gupta et al., 2003).

As enzimas pectinoliticas, por sua vez, sdo capazes de degradar as
substancias pécticas, componentes da parede celular dos vegetais superiores. A
habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas € muito comum entre os grupos
de micro-organismos e elas possuem grande importancia na era biotecnolégica
atual, devido as suas variadas aplicacdes, como na extracao e clarificagcdo de sucos
de frutas, processamento do algoddo, degomacado de fibras de plantas, extracdo
de dleo vegetal, cha e fermentacdo de café, clareamento de papel, como aditivo
em ragcao animal, em industrias de bebidas alcodlicas e de alimentos (Uenojo;
Pastore, 2007; Jayani et al., 2005).

Segundo Barato et al. (2011), a ampla diversidade quanto as caracteristicas
das enzimas potencializa sua aplicagdo em diferentes processos na industria,
assim, frente a demanda por novas hidrolases com prospeccao de aplicabilidade
no setor industrial, hd um estimulo natural pela exploracdo da biodiversidade
microbiana, com o isolamento e selecdo de novas cepas produtoras de enzimas.
Micro-organismos isolados da prdpria matéria prima, que serd empregada como
substrato, na fermentagdo, representam uma alternativa promissora, uma vez que
estes micro-organismos estdo mais adaptados a composicdo quimica da fonte
nutricional e portanto mais habeis para metabolizarem o substrato.

Diante da necessidade do setor agroindustrial em obter enzimas com novas
caracteristicas, assim como, substratos alternativos para cultivo, especialmente de
menor custo, o presente trabalho objetivou o isolamento e sele¢do de bactérias
oriundas de manipueira com capacidade para produzirem enzimas amiloliticas e
pectinoliticas, sob fermentacdo submersa utilizando a prépria manipueira como
fonte de carbono.

MATERIAL E METODOS

COLETA DA MANIPUEIRA

A manipueira fresca utilizada como meio de cultivo propriamente dito, foi
obtida da linha de processamento de raizes de mandioca para a producdo de
farinha, em uma fabrica localizada no bairro Campinhos, do municipio de Vitdria
da Conquista/BA. Imediatamente apds a prensagem da massa da mandioca, a
manipueira foi armazenada em tambor pldstico opaco, com volume de 30 litros,
devidamente desinfetado, e transportada ao laboratdério de Microbiologia e
Enzimologia, da UFBA — Campus Anisio Teixeira.

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DAS BACTERIAS ORIUNDAS DA MANIPUEIRA

O isolamento das bactérias foi realizado a partir de amostras da manipueira
fresca na expectativa de que estes isolados representassem a biodiversidade de
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linhagens bacterianas cultivdveis presentes na manipueira, obtendo-se maior
probabilidade de selecdo de linhagens hdbeis e adaptadas a utilizar os nutrientes
contidos no residuo de forma eficiente.

Para o isolamento das bactérias presentes na manipueira, foram utilizadas
aliquotas de 1 mL da amostra de manipueira que foi diluida de forma seriada em 9
mL de dgua destilada estéril. Para o método de plagueamento em superficie, foram
empregadas as diluicdes de 103 a 10° e o meio de cultura utilizado foi Agar
Nutriente, contendo nistatina 0,4%, a fim de inibir o crescimento de fungos. As
placas foram incubadas a 28 °C, por um periodo de 18 horas.

A partir do crescimento das colonias, foram selecionadas aquelas com
caracteristicas visualmente distintas e repicadas em meio Agar Nutriente para
obtencado de culturas puras.

ENSAIOS DE CRESCIMENTO BACTERIANO EM MEIO CONTENDO MANIPUEIRA

Para avaliar a habilidade metabdlica das bactérias isoladas em utilizar
manipueira como Unica ou principal fonte de carbono e energia, foram inoculadas
suspensdes de células destes isolados, na concentracdo de 10° UFC mL? de
manipueira, segundo escala de Mac Farland proposta por Lennette et al. (1985) e
de acordo com metodologia proposta por Labeda (1990). Foram utilizados
Erlenmeyers de 200 mL, contendo manipueira autoclavada pura (100% v:v) ou
diluida (50% v:v) em meio minimo (6,0 g L' extrato de levedura e sais nas
concentracdes fixas de 6,0 g L™ de (NH4);SO4, 5,0 g L* de KH,PO, e 0,6 g L de
MgSQ,. 7H,0. Os frascos foram incubados por 31 dias, em estufa a 28 °C. Aliquotas
de 1 mL foram retiradas a cada 24 horas, para determinacdo do crescimento
bacteriano.

CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE ISOLADOS BACTERIANOS HABEIS EM CRESCER
EM MEIO DE CULTIVO CONTENDO MANIPUEIRA

Os isolados bacterianos que apresentaram melhores habilidades de se
multiplicarem em meio contendo manipueira como fonte de carbono, ao longo do
tempo de incubacdo, foram selecionados para caracterizacdo molecular e ensaios
de fermentacdo. Para isso, os isolados foram crescidos em 10 mL de caldo MRS por
24 horas, a 37 °C, em seguida as culturas foram transferidas para tubos contendo
dgar MRS inclinado e incubadas por 24 horas, a 37 °C. Decorrido esse periodo, 1
mL de agua ultra pura foi transferida para os tubos contendo a cultura crescida.
Apd6s homogeneizagdo, a massa celular foi transferida para microtubos de 2 mL e
centrifugada a 16000 x g por um minuto para obtengao dos pellets.

O DNA foi extraido utilizando o Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification
System (Promega) seguindo instrugdes do fabricante. A integridade e a quantidade
do DNA foram verificadas usando eletroforese em gel de agarose a 0,8% e Qubit®
2.0 Fluorometer (Invitrogen), respectivamente.

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR utilizando os primers 8fn - 5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ e 1492r - 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’
(Weisburg et al., 1991) para o dominio Bactéria, utilizados os seguintes reagentes
e concentracoes: 60 ng de DNA de cada amostra; 1 x de tampao da enzima Taq
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DNA polimerase; 3,7 mM de MgCl,; 0,6 pmol pL-1 de dNTPs; 0,4 pmol uL* de cada
primer; 5 U de Tag DNA polimerase, com volume final ajustado para 50 puL com
agua ultra pura. Foram incluidos nos experimentos o controle negativo,
substituindo o DNA por dgua ultra pura. Os ciclos de amplificacdes foram
realizados no Veriti Thermal Cycler PCR (Appplied Biosystems) com temperatura
inicial de desnaturac3o 95 °C por 3 minutos; 30 ciclos de amplificacdo a 95 °C, por
1 minuto; 55 °C, por 1 minuto; 72 °C, por 2 minutos e temperatura de extens3o
final de 72 °C, por 10 minutos.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1%,
corados com brometo de etidio e visualizados sobre luz ultravioleta. Em seguida,
os amplicons foram purificados utilizando o kit Illustra® GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare Life Sciences) para posterior identificacdo nucleotidica
utilizando o sequenciador automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) da empresa ACTGene Analises Moleculares LTDA. A edicdo e
montagem das sequéncias foram realizadas com o programa Sequencher 4.1.4
(Gene Code Corporation). O programa BLAST (Altschul et al., 1990) foi usado para
comparar as sequéncias de cada isolado com aquelas encontradas em bancos de
dados publicos que foram incluidas nas andlises para fins de comparacao.

ENSAIOS DE FERMENTAGCAO SUBMERSA CONTENDO MANIPUEIRA COM
SUBSTRATO PARA OBTENGAO DE ENZIMAS AMILASE E PECTINASE

A partir dos resultados dos ensaios de crescimento bacteriano em meio
contendo manipueira, procedeu-se a selecdo de isolados com maior habilidade em
crescer nestas condicdes, a fim de emprega-los na fermentacdao submersa para
producdo de amilase (sacarificante e dextrinizante) e pectinase. Neste sentido,
utilizaram-se suspensdes do isolado bacteriano selecionado, na concentracdo de
10° UFC mL? para inoculagdo em meio contendo manipueira pura (100% v:v) e
diluida (50% v:v) em meio minimo. Erlenmeyers de 100 mL contendo o meio
fermentativo inoculado foram mantidos por 6 dias, a 28 °C, em estufa. Aliquotas a
cada 24 horas foram retiradas para medicdo da atividade enzimatica.

ATIVIDADE ENZIMATICA DE AMILASE E PECTINASE

Para avaliar a atividade de amilase sacarificante, utilizou-se 40 pyL de tampdo
acetato de sddio (500 mmoL L%, pH 6,0), 100 uL de solucdo de amido 0,5% (m/v) e
60 uL da aliquota retirada do meio fermentativo, contendo o coquetel enzimatico
da bactéria, em triplicata. Os tubos contendo esta mistura foram incubados a 40
°C, por 30 minutos e retirados para adicdo de 800 pL de solugdo de acido
dinitrosalicilico (DNS) previamente preparada. A mistura foi fervida por 5 minutos
e, ao fim, adicionou-se 9,0 mL de dgua destilada seguida de homogeneizagdo. A
atividade enzimdtica foi obtida a partir da leitura em espectrofotémetro, a 540 nm
de absorbancia (Siqueira et al., 2010)

Para a atividade de amilase dextrinizante, utilizou-se 40 pL de tampao
acetato de sddio (500 mmol L2, pH 6,0), 100 pL de solucdo de amido 0,5% (m/v),
60 uL da aliquota retirada do meio fermentativo, em triplicata, e foram incubados
a 40 °C por 10 minutos. Passado este tempo, foi adicionado 200 pL de solugdo de
4cido acético (1,0 mol L), afim de parar a reacdo, 200 pL de solucdo iodo/iodeto
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previamente preparada. Foi adicionado 2mL de agua destilada, seguido de
homogeneizagao e leitura em espectrofotdmetro, a 660 nm de absorbancia

Para avaliar a atividade de pectinase, foram utilizados 50 pL do filtrado e 100
pL de substrato (solugdo de 1% de pectina), reagindo por 30 minutos, a 50 °C. Apds
este periodo, adicionou-se 300 uL de DNS e os tubos com os ensaios foram
conduzidos a temperatura de 100 °C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5
mL de d4gua destiladas e os ensaios foram conduzidos para leitura em
espectrometro a 540 nm de absorbancia, para avaliagao da atividade enzimatica
(Siqueira et al., 2010).

Os ensaios de atividade de todas as enzimas foram conduzidos em
triplicatas, havendo ainda o preparo de uma reacao controle, que consistiu em
mesmo tratamento peculiar a cada enzima, substituindo-se, porém, o extrato
bruto enzimatico por dgua destilada. A unidade das atividades enziméticas (Ul g)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de produto
(aclcares redutores) por segundo, por grama de amostra (polissacarideos), nas
condicdes de reacdo, utilizando-se como curva padrdao os mondmeros de glicose.

ANALISE ESTATISTICA

Para verificar o efeito da concentracdo da manipueira sobre a atividade das
enzimas amilase e pectinase, aplicou-se analise de variancia sobre as médias
obtidas, pelo teste de Scott-Knott (5%), utilizando o software Sisvar (Ferreira,
2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de cinco morfotipos bacterianos foi isolado da manipueira e
receberam os cddigos MANI A, MANI B, MANI C, MANI D e MANI E. Através da
coloragdo de Gram foi posssivel identificar dois isolados como Gram positivos
(MANI B e MANI C) e trés como Gram negativos (MANI A, MANI D e MANI E).

O baixo numero de morfotipos recuperado a partir da manipueira pode
estar relacionado a baixa adaptacdo destas bactérias ao meio de cultivo utilizado.
Segundo Schmeisser et al. (2007) muitos micro-organismos (ou a maioria) ndo
crescem em meios de cultura sintéticos, ainda que vidveis, por serem auxotroéficos,
necessitando portanto para seu crescimento de determinados requerimentos
nutricionais (vitaminas, aminoacidos, hormoénios etc.). Diante disso, é provavel que
os isolados cultivaveis obtidos a partir da manipueira representaram uma pequena
fragdo da microbiota presente no residuo. As técnicas moleculares sao,
atualmente, consideradas fortes aliadas em estudos de biodiversidade microbiana,
para acessar isolados vidveis e ndo cultivaveis (Goulart et al., 2013). No entanto,
tais técnicas ndo foram aplicadas no presente trabalho, uma vez que, se objetivou
selecionar linhagens bacterianas cultivdveis e com maior probabilidade de serem
habeis e adaptadas para utilizarem, de forma eficiente, os nutrientes contidos no
residuo.

Os ensaios de crescimento em meio contendo manipueira, nas
concentragdes de 50 e 100% em relagao ao volume final do meio, indicaram que
todos os cinco isolados bacterianos apresentaram habilidade para permanecer em
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altos nimeros populacionais, ao longo de 30 dias, independente da concentracao
de manipueira no meio (Figura 1).

Isto indica que microrganismos isolados sdo naturalmente adaptados a
constituicdo fisico-quimica da manipueira, incluindo o cianeto, e, portanto,
capazes de utilizar o residuo como fonte de carbono por atividade enzimatica.

No entanto, observou-se que os isolados MANI A, C, D e E necessitaram, em
média, de cinco dias para iniciar o crescimento em meio contendo 50% de
manipueira (Figura 1). O isolado MANI B, foi o que apresentou menor periodo de
adaptacdo as condi¢des de cultivo, em ambas as concentracdes de manipueira,
iniciando o crescimento nas primeiras horas de incubac¢do (Figura 1B). Segundo
Brito et al. (2015), alguns organismos apresentam, de fato, crescimento
extremamente lento, necessitando de um tempo de incubagdo excessivamente
longo, como comumente ocorre, por exemplo, para certos géneros de
actinobactérias.

Todos os isolados apresentaram oscilacdes de crescimento, ao longo do
periodo de incubacdo, sendo que em determinados periodos de tempo,
crescimento quase nulo foi registrado (Figura 1). A reducdo de constituintes
carbonicos de mais facil assimilacdo pelos isolados bacterianos parece ter
influenciado no crescimento destes microrganismos. Além disso, estas oscilacbes
devem estar relacionadas aos produtos gerados pela biodegradacdo da manipueira
gue conduziram a diminuicdo do crescimento das popula¢cdes bacterianas.
Microrganismos nao especializados em promover a quebra de moléculas mais
complexas podem sofrer estresse nutricional e diferentes estratégias de
sobrevivéncia podem ocorrer, tais como a evolugdo para o estagio fisiolégico viavel
nao-cultivavel (VNC) (Smith et al., 1997; Gupte et al., 2003; Kaur et al., 2005;
Kalscheuer et al., 2007). Theodoro e Maringoni (2002) avaliaram a sobrevivéncia
de Xanthomonas axonopodis em manipueira e constataram que apés 24hs de
incubacdo, nenhum crescimento celular foi observado. Estes autores atribuiram a
ndo recuperacgdo de células vidveis da bactéria devido aos processos naturais
fermentativos desse residuo, especialmente a queda de pH e o aumento da acidez
total.

O tratamento com 50% de manipueira presente no meio, possibilitou o
isolado MANI B atingir uma contagem celular igual a 300 10° UFC mL?, no 23° dia
e valores iguais a 280 10° UFC mL?, aos 31 dias. Embora o tratamento contendo
100% de manipueira tenha permitido o isolado MANI B atingir o maior nimero
populacional (26 10° UFC mL?), aos 11 dias de incubacdo, foi possivel notar maior
sensibilidade deste isolado na concentragdo de 100% de manipueira (Figura 1 B).
Tais resultados de crescimento apresentados por MANI B conduziram a selegao
deste isolado para caracterizagao molecular e os testes quanto a produgdo das
enzimas amilase (sacarificante e dextrinizante) e pectinase, quando cultivados em
meio fermentativo submerso, contendo manipueira nas concentra¢des de 50 e
100%, ao longo de seis dias de incubagao.
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Figura 1 - Crescimento dos isolados bacterianos em meio contendo manipueira nas
concentragbes de 50 e 100%, a 30°C, por 31 dias. Onde, A = MANI A; B=MANIB; C=
MANI C; D = MANI D e E = MANI E.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

A caracterizagdo molecular evidenciou que o isolado MANI B se tratava da
espécie Pseudoclavibacter helvolus, para a qual ndo foram encontrados registros
na literatura relacionando essa espécie com a producdo de enzimas a partir de
tecnologias de fermenta¢do. Contudo, no presente estudo, foi observada maior
atividade de amilase sacarificante por Pseudoclavibacter helvolus em meio
contendo 100% de manipueira, se diferenciando estatisticamente (p<0,05) do
tratamento contendo 50% de manipueira, para todos os dias de fermentagao
avaliados, exceto para o quarto dia quando ndo foi verificado o efeito da
concentragdo da manipueira sobre a atividade enzimatica (Figura 2). Maior
atividade de amilase sacarificante (0,7 Ul g?) foi registrada, aos seis dias de
fermentagdo, em meio contendo 100% de manipueira e menor atividade (0,4 Ul g’
1) ocorreu nos primeiros trés dias de fermentacdo, em meio contendo 50% de
manipueira. Nenhum efeito significativo (p>0,05) quanto ao tempo de
fermentacédo foi observado para ambos os tratamentos.

A atividade de amilase dextrinizante também sofreu efeito (p<0,05) da
concentracdao de manipueira, especialmente nos dois primeiros dias e aos seis dias
de fermentacdo (Figura 3). Comparada a atividade de amilase sacarificante,
menores valores foram registrados para amilase dextrinizante, sendo a maxima
encontrada (0,36 Ul g%), aos seis dias de fermentac¢do, em meio contendo 100% de
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manipueira. Novamente, nio foi registrado efeito significativo (p>0,05) do tempo
de fermentacdo para ambos os tratamentos.

Figura 2 - Efeito da concentragdo de manipueira no meio fermentativo sobre atividade
de amilase sacarificante, para cada dia de fermentagdo. Barras com letras iguais ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

o
%

O Manipueira 100%

J A
07 A B Manipueira 50%

0,4

0,1 -

Atividade de amilase sacarificante (Ul gV

Dias
Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

Os resultados da atividade de amilase encontrados no presente trabalho se
apresentaram inferiores aos relatados por outros autores (Corréa, 2011; Oliveira
etal., 2007), indicando que as condi¢Bes do cultivo bacteriano devem ser avaliadas
e otimizadas para se alcancar maiores atividades enzimaticas. A perspectiva de se
obter bactérias com potencial produgdo de amilase é importante, uma vez que
enzimas bacterianas, quando comparadas as enzimas fungicas, podem apresentar
uma tolerancia maior a altas temperaturas (até 70 °C) e um pH 6timo mais elevado,
0 que propiciaria uma maior aplicacdo industrial (Gupta et al., 2003; Barato et al.,
2011).

Figura 3 - Efeito da concentracdo de manipueira no meio fermentativo sobre atividade
de amilase dextrinizante. Barras com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
0,40 -
0,35 - O Manipueira 100%
@ Manipueira 50%

0,00 +

Atividade de amilase dextrinizante (Ul g'1)

Dias
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Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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Os resultados de atividade de pectinase revelaram diferengas significativas
(p<0,05) causadas pelos tratamentos, para todos os dias fermentacdo avaliados
(Figura 4).

Figura 4 - Efeito da concentragdo de manipueira no meio fermentativo sobre atividade
de pectinase. Barras com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.
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Atividade de pectinase (Ul g1)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

O tratamento contendo 100% de manipueira permitiu uma atividade
méxima da pectinase igual a 1,05 Ul g, aos seis dias de fermentac3o, enquanto
para o tratamento contendo 50% de manipueira foi observada atividade
enzimatica maxima igual a 0,18 Ul g, aos quatro e cinco dias de fermentacdo
(Figura 4). Assim como para amilase sacarificante e dextrinizante, nao foi
observado efeito significativo (p>0,05) do tempo de fermentacdo sobre atividade
de pectinase. Registros na literatura apontam que a utilizacdo de fungos
filamentosos em processos fermentativos para obtencdo de pectinase é mais
frequente do que o uso de bactérias para esta finalidade (Guimaraes, 2006). No
entanto, os valores de atividade de pectinase obtidos no presente estudo foram
superiores aos encontrados por Gusmao et al. (2014), empregando a linhagem de
Aspergillus spp. LEMI1, apds seis dias de fermentagdo em casa de café.

A utilizagdo da manipueira para diversos fins tem sido relatada na literatura,
tais como: produgdo de biofertilizante (Vieites, 1998), nematicida, fungicida e
inseticida (Gonzaga et al., 2007), ragdo animal (Almeida et al, 2009), produgdo de
bioaromas (Damasceno et al., 1999), fabricagdo de tijolos a frio, produgdo de
biogas, vinagre, sab3ao e acido citrico, como também na produ¢do de etanol
(Sumanet al., 2011), biosurfatantes (Nitschke; Pastore, 2006) e fertirrigacdo
(Ferreira; Araljo, 2012). Boa parte dessas aplicacGes se deve a constituicdo
quimico-fisica da manipueira, conforme apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica da manipueira, conforme trabalhos publicados na literatura

cientifica.
Variaveis Autor
CEREDA FE:‘L!;:GI;zES BARANA BARANA
1994 1996 2000
( ) (1995) ( ) ( )
% MS Solidos totais 6,28 6,00 4,51 5,54 5,6
° Sélidos volateis 5,23 5,40 3,83 4,76 4,8
gL? DQO 63,0 69,3 60,0 62,3 63,7
Cianeto total 444,00 206,83 140,7 112,2 225,9
Nitrogénio 4900 2000 3000 1242 2785,5
Carbono 37000 35000 35000 12330 29832,5
Fosforo 160 250 300 325 258,7
Potassio 1863 2810 3800 1972 2611,3
me L1 Célcio 227 200 400 838 416,3
g Enxofre 195 78 200 60 133,3
Magnésio 405 290 600 326 405,3
Ferro 15,3 7,0 6,4 12,4 10,27
Cobre 1,1 1,2 1,4 3,1 1,7
Zinco 4,0 3,0 5,0 32,5 11,1
Manganés 3,7 3,3 3,5 2,2 3,17

Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

No entanto, sdo escassos na literatura os registros que sugerem a
manipueira como fonte de microrganismos e a sua utilizagdo como substrato em
meios de fermentacdo para obtencdo de enzimas de interesse industrial. Sendo
assim, o presente trabalho apresentou dados importantes para que maiores
investigacOes sobre a utilizacdo de manipueira possam ser exploradas, bem como
a habilidade metabdlica da bactéria Pseudoclavibacter helvolus em utilizar fontes
de carbono alternativas objetivando a produc¢do de enzimas.

CONCLUSAO

A manipueira se apresentou como importante fonte de bactérias que
podem ter aplicagdes biotecnolégicas promissoras e como substrato alternativo
em meios fermentativos.

O emprego da manipueira como substrato em fermentagdo submersa
permite agregar valor a um residuo, comumente desprezado e considerado
poluente ambiental, quando descartado, sem tratamento prévio, em solos e
mananciais.

O isolado bacteriano MANI B cultivado sob fermentacdo submersa,
contendo manipueira pura (100% v:v) como Unica fonte de carbono, se mostrou
capaz de produzir amilase e, especialmente, pectinase.

Os resultados do presente trabalho apontam que adequacgbes quanto as
condigbes de cultivo, além da purificacdo das enzimas, analises de funcionalidade
e estabilidade das mesmas poderdo esclarecer de forma robusta o legitimo
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do isolado bacteriano MANI B, classificado como Pseudoclavibacter helvolus, para
obtencado de enzimas de interesse industrial.
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Isolation and selection of bacteria
producing of amylase and pectinase under
submerged fermentation

ABSTRACT

The objective of this study was to isolate and select bacteria in fresh cassava wastewater
with capacity to produce amylolytic and pectinolytic enzymes. A total of five strains were
obtained and subsequently inoculated into culture medium containing pure manipueira
(100% v: v) and diluted in minimal medium (50% v: v), at 31 days . Only one of the isolates,
Pseudoclavibacter helvolus (MANI B) showed consistent growth in both treatments
throughout the incubation period and for this reason was selected to assess their
performance for the production of a and B amylase and pectinase under submerged
fermentation, containing cassava wastewater (100% v: v) and diluted in minimal medium
(50% v: v), at six days. Significant treatment effect on the enzymatic activity of amylase and
pectinase was observed, with the concentration of 100% manipueira the best treatment.
The enzymatic activities of a and B amylase were lower when compared to pectinase
activities in all evaluated fermentation times. It was concluded that the cassava is presented
as a source of promising microorganisms for production of enzymes and also it is an
alternative substrate to be used in fermentation processes.

KEYWORDS: Agro-industrial waste. Bioprospecting. Cassava. Enzymes.
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