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RESUMO

As poligalacturonases sdo enzimas que degradam substancias pécticas, quebrando as ligagdes
glicosidicas ao longo da cadeia carbbnica dessas moléculas. Essas enzimas detém varias
aplica¢des biotecnoldgicas nas industrias de alimentos, como a extracao e clarificacdo de sucos
de frutas e vinhos, extracdo de Gleos essenciais, tratamento preliminar do suco de uva para
industrias vinicolas, amadurecimento das frutas, entre outros. Neste sentido, o trabalho teve
como objetivo a producdo e caracterizacdo de poligalacturonase bacterianas isoladas de frutos
amazonicos visando a sua aplicacdo na extracdo de carotenoides. Inicialmente, a producdo de
poligalacturonase foi analisada em cultivos contendo culturas puras de bactérias previamente
selecionadas. As linhagens BCLB-640 e a BCLB-197A apresentaram atividade enzimatica de
5,52 5,13 U/mL. Com esses resultados, uma cultura mista foi desenvolvida, sendo que a maior
producéo de poligalacturonase foi observada com a cultura mista BCLB-197A + BCLB-640
(14,68 U/mL). As enzimas produzidas em culturas puras e mistas foram caracterizadas quanto
ao pH, temperatura e ions metalicos. A temperatura e pH reacional 6timos para quantificacdo
da atividade enzimatica foram de 50 °C e pH 5,0 para os trés sistemas de cultivo analisados. A
estabilidade frente ao pH mostrou que para as enzimas das linhagens BCLB-640 e BCLB-197A
mantiveram o pH 5,0 e para a linhagem mista, BCLB-197A + BCLB-640 o pH ideal foi de 4,5.
A presenca de ions metalicos ndo apresentou efeitos positivos quando comparado com as
amostras controle. A andlise de extracdo de carotenoides mediante tomates demonstrou que as
enzimas possuem potencial para aplicacdo tanto em culturas puras quanto em culturas mistas.
Os resultados deste trabalho demonstram o potencial de aplicagdo de culturas puras e mistas de
bactérias oriundas de frutos amazbnicos na obtencdo de poligalacturonases, assim como a

aplicacdo destas enzimas na extracdo de carotenoides.

Palavras-chave: poligalacturonase, Bacillus sp, culturas mistas, culturas puras, carotenoides



ABSTRACT

Polygalacturonases are enzymes that degrade pectic substances by breaking the glycosidic
bonds along the carbon chain of these molecules. These enzymes have various biotechnological
applications in the food industry, such as the extraction and clarification of fruit juices and
wines, the extraction of essential oils, the preliminary treatment of grape juice for the wine
industry, and fruit ripening, among others. The aim of this study was to produce and
characterize bacterial polygalacturonases isolated from Amazonian fruits with a view to their
application in the extraction of carotenoids. Initially, the production of polygalacturonase was
analyzed in cultures containing pure cultures of previously selected bacteria. The BCLB-640
and BCLB-197A strains showed enzyme activity of 5.52 and 5.13 U/mL. With these results, a
mixed culture was developed, and the highest production of polygalacturonase was observed
with the BCLB-197A + BCLB-640 mixed culture (14.68 U/mL). The enzymes produced in
pure and mixed cultures were characterized in terms of pH, temperature and metal ions. The
optimum reaction temperature and pH for quantifying enzyme activity were 50 °C and pH 5.0
for the three cultivation systems analyzed. Stability in relation to pH showed that the enzymes
from the BCLB-640 and BCLB-197A strains maintained pH 5.0 and for the mixed strain,
BCLB-197A + BCLB-640, the ideal pH was 4.5. The presence of metal ions had no positive
effects when compared to the control samples. The analysis of carotenoid extraction using
tomatoes showed that the enzymes have potential for application in both pure and mixed
cultures. The results of this work demonstrate the potential for applying pure and mixed cultures
of bacteria from Amazonian fruits to obtain polygalacturonases, as well as the application of
these enzymes in the extraction of carotenoids.

Keywords: polygalacturonase, Bacillus sp, mystic cultures, pure cultures, carotenoids
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioguimica e
Biologia Molecular (IUBMB), as poligalacturonase sdo classificadas em trés grupos conforme
0 seu mecanismo de acgdo: esterases — que catalisam a desesterificagdo da pectina pela remogéo
de residuos de acetil e metoxila, resultando em &cido poligalacturénico. Elas sdo ainda
subdividas em pectina metil esterases (PME, E.C 3.1.1.11) e pectina acetil esterase (PAE, E.C
3.1.1.6). Protopectinases solubilizam a protopectina (encontrada na fruta verde) para formar
pectina soltvel (encontrada na fruta madura). E as despolimerases quebram as ligacdes
glicosidicas entre os residuos galacturénicos via transeliminacdo (liases) (PL, E.C 4.2.2.2)
(pectato liases e pectina liases) ou hidrolise (hidrolases) (PG, E.C 3.2.1.15) (exo ou endo —
poligalacturonases) (VAZ et al., 2021). As pectinases sdo compostas principalmente por
poligalactoronase (EC 3.2.1.15), pectina liase (EC 4.2.2.10) e pectina metil esterases, que
degradam substancias pécticas presentes nas paredes celulares vegetais, reduzindo a
viscosidade e clarificando suco de frutas (NAWAWI et al., 2022).

As enzimas sdo biomoléculas compostas por polimeros de aminoacidos que atuam como
catalisadores, facilitando a conversdo de substratos em produtos no metabolismo dos
organismos Vivos, exibindo alta especificidade (ALEXANDER et al., 2017). A maioria das
enzimas sdo proteinas que podem atuar tanto no interior das células, denominadas enzimas
intracelulares, como também serem secretadas, sendo denominadas enzimas extracelulares.
Entre as enzimas extracelulares, as enzimas pectinoliticas formam uma classe que atuam sobre
substancias pécticas, quebrando as ligacGes glicosidicas ao longo da cadeia carbbnica dessas
moléculas.

Embora existam outras fontes enzimaticas, como animais e plantas, a utilizacdo de
enzimas microbianas é a mais difundida, devido a alta taxa de crescimento na obtencéo de
biomassa, alem de ndo serem afetadas por flutuacbes sazonais e, portanto, sendo mais
economicamente viaveis (MANOOCHEHRI et al.,, 2020). Além disso, as enzimas
microbianas tém uma ampla variedade de aplicacBes comerciais e sdo empregadas em diversos
setores industriais, incluindo extracdo de suco e Oleo, fermentagdo, alimentacdo animal,
revestimento, tratamento  de  &guas  residuais, celulose e  papel e industrias
farmacéuticas (OUMER, 2017; SHARMA; RATHORE; SHARMA, 2013).

As enzimas microbianas representam cerca de 25% das vendas globais de enzimas

(OUMER; ABATE, 2018). No entanto, a producdo de uma variedade de enzimas ao longo dos


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/microbial-enzyme
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/microbial-enzyme
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/wastewater-treatment
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pharmaceutical-industry
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pharmaceutical-industry
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anos tem sido explorada comercialmente. Em principio, sdo produzidas por plantas, fungos
filamentosos, bactérias e leveduras (UZUNER; CEKMECELIOGLU, 2015). No entanto,
diversas espécies de microrganismos, sdo reconhecidos como excelentes produtores de
poligalacturonase em escala industrial, como Aspergillus, Erwinia, Pseudomonas, Fusarium,
Bacillus, dentre outros (REGO et al., 2021). Destaca-se especialmente, os fungos filamentosos,
como o Aspergillus niger, o principal produtor de poligalacturonase acida, amplamente usada
nas industrias de suco de frutas e vinho (REBELLO et al., 2017).

A diversidade do bioma brasileiro oferece uma vasta fonte de substancias produzidas
por microrganismos. A floresta amazonica ocupa uma area de 4.196.943 km? e corresponde a
mais de 40% do territério brasileiro, é constituida por uma floresta tropical. Além de ser
conhecida mundialmente por sua grande biodiversidade, contendo aproximadamente 25% da
biodiversidade global, desempenha um papel essencial no funcionamento do sistema terrestre
(PAZ et al., 2018).

Muitas das frutas exoticas da Amazonia sdo normalmente colhidas na natureza ou
cultivadas principalmente para o consumo local na forma de polpa ou in natura, resultando em
um baixo valor agregado desses alimentos (PEREIRA et al., 2018). Entre as frutas amazonicas,
destacam-se 0 bacupari e 0 tucuma. Atualmente, essas plantas tém recebido atencdo especial da
comunidade cientifica, sendo necessaria a implementacao de politicas publicas que incentivem
o cultivo e a exploragdo sustentavel dessas plantas (PANIC et al., 2019).

Além de apresentar propriedades nutricionais, as frutas tém grande importancia como
fonte de microrganismos com potencial para obtencdo de microrganismos endofiticos.
Endofiticos sdo combinacbes de microrganismos e plantas que vivem constantemente nas
plantas, supostamente sem prejudicar seus hospedeiros. Comumente sdo localizados nas folhas,
frutos, raizes, caules, flores e sementes. Esses microrganismos formam um grupo de interesse
potencial para a cria¢do de varios bioprodutos, como por exemplo, enzimas (VESPERMANN
etal., 2017).

A producdo de enzimas industriais € um importante pré-requisito para aplicacfes
biotecnoldgicas de sucesso. A caracteriza¢do bioquimica das enzimas oferece informagdes que
podem ser utilizadas para ajudar a melhorar a estabilidade e manutencao da atividade catalitica
da enzima, por um maior periodo (YU; XU, 2018). As formas de producéo e caracterizagédo da
poligalacturonase estdo associadas ao cultivo submerso e em estado sélido. No cultivo
submerso, 0s microrganismos sao cultivados em meio liquido, enquanto na fermentacdo em
estado solido, ocorre o crescimento microbiano e a formagdo de produto sobre ou dentro de

particulas de um substrato solido. Neste sentido as enzimas sdo produzidas a partir de


https://www.biologianet.com/biodiversidade
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realizacBes analiticas quanto ao pH, temperatura, tempo de incubacdo e especialidade do
substrato (CHOWDHURY et al., 2017).

Os sistemas de cultura mista utilizam consorcios microbianos indefinidos, ao contrario
das culturas puras que utilizam espécies microbianas definidas para a producdo. As culturas
mistas possuem uma alta taxa de evolugdo, proporcionando rendimentos favoraveis.
Desempenha fungbes de transmitir sinais moleculares e comunicar-se entre si.
Assim, a utilizacdo de sistemas de cultura mista contribui para a utilizacdo do substrato
e para a eficiéncia da degradacdo em um ritmo mais rapido em comparagdo com sistemas de
cultura pura (BAGHCHEHSARAEE et al., 2010).

Diante o exposto, as enzimas poligalacturonases sdo de grande importancia para a
industria de alimentos, e a exploracdo de novas fontes de microrganismos produtores dessa
enzima a partir dos frutos amazonicos, esta em crescimento, podendo agregar valor em diversas

aplicacdes biotecnoldgicas com futura aplicacdo comercial.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Poligalacturonase

As poligalacturonases foram as primeiras enzimas industrialmente utilizadas, com suas
aplicacdes descritas inicialmente em 1930. Nesta década, as industrias de processamento de
frutas comecaram a produzir sucos, mas, 0s rendimentos eram baixos, e muitas dificuldades
foram encontradas na extracéo, clarificagdo ou filtracdo do suco. Kerte'sz e Mehlitz foram os
primeiros a descrever sobre a facilidade de filtragem de vérios sucos apds tratamento
enzimatico. Mas, apenas na década de 1960, o conhecimento acerca dos tecidos vegetais tornou-
se evidente, permitindo a expansdo no mercado de enzimas (KUMAR, 2015).

Os componentes estruturais de uma parede celular vegetal sdo polissacarideos
complexos, como a celulose, a hemicelulose, substancias pécticas e lignina (DANALACHE et
al., 2018). A celulose e a hemicelulose fornecem resisténcia a parede celular, enquanto as
substancias pécticas atuam como uma substancia cimentante para a rede de celulose.

As pectinas sdo macromoléculas glicosidicas complexas de alta massa molecular que
contribuem para processos fisiolégicos como a diferenciacéo celular ou o crescimento celular,
sendo em grande parte responsaveis pela integridade estrutural e coesdo dos tecidos vegetais
(SHARMA et al., 2006; NIGAM; PANDEY, 2009). Do ponto de vista quimico, as pectinas sao

compostas principalmente por um esqueleto de unidades de acido galacturénico, ligadas por
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ligagdes a-1-4-glicosidicas, onde os grupos carboxila sdo parcialmente esterificados por grupos
metil ou parcialmente/totalmente neutralizados por sédio ou ions aménio e grupos hidroxila
podem ser acetilados (SRIAMORNSAK, 2003).

Dependendo de sua forma quimica, as pectinas sdo classificadas como fibras soluveis
ou insoluveis (ndo sendo absorvido pelo trato digestivo humano) (EASTWOOD, 1992). Estao
presentes principalmente na forma de protopectina insolivel em frutos verdes, que é
transformada em pectina soltvel durante o amadurecimento. Protopectinases, que sao enzimas
naturais, responsaveis por essa modificacdo que envolve a quebra das cadeias pécticas, o que
causa a maciez das frutas durante o amadurecimento (JAYANY; SEXANA, 2005).

2.1.1 Classificacdo e mecanismo de acao das poligalacturonases

As poligalacturonases ou enzimas pectinoliticas sdo um grupo complexo de enzimas
que catalisam a degradacdo de varias substancias pécticas (pectina). A classificacdo das
poligalacturonases se da pelo modo de ataque as moléculas dos polimeros pécticos; pela
preferéncia pelo substrato (pectina, &cido péctico ou protopectina); e na acdo, seja ela por
transeliminacdo ou hidrolise e por clivagem randémica (enzima endo) ou terminal (enzima
exo0). Existem basicamente trés grupos principais de enzimas pectinoliticas (Figura 1):
protopectinases, esterases e despolimerases (HAILE; AYELE, 2022; SATAPATHY et al.,
2020).

As esterases catalisam a desesterificacdo da pectina pela remocéo de residuos de acetil
e metoxila, dando origem a acido poligalacturdnico. Sdo subdividas em pectina metil esterases
(PME, E.C 3.1.1.11) e pectina acetil esterase (PAE, E.C 3.1.1.6). Sua agdo esta
preferencialmente no grupo metil éster da unidade de galacturonato proxima a uma unidade néo
esterificada (Tabela 1) (KAYSHAP et al., 2001). Estd presente em praticamente todas as
preparacdes enzimaticas comerciais para protecdo e melhoramento da textura e firmeza de
frutas e vegetais processados e na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas (UENOJO;
PASTORE, 2007).

As protopectinases solubilizam a protopectina (encontrada na fruta verde) para formar
pectina solGvel (encontrada na fruta madura). Catalisam a solubiliza¢do da protopectina, uma
vez que degradam o substrato insoltvel produzindo uma pectina soltvel altamente polimerizada
(TAPRE; JAIN, 2014). As protopectinases séo classificadas em dois tipos, com base no seu
mecanismo de reacdo (Tabela 1) (SAKAI; OKUSHIMA, 1982; SAKAMOTO; HOURS;
SAKAI, 1994).). As do tipo A reagem com o sitio interno, ou seja, a regido do &cido

poligalacturdnico da protopectina, enquanto as do tipo B reagem no local externo, ou seja, nas
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cadeias polissacaridicas que podem conectar a cadeia do acido poligalacturénico e 0s
constituintes da parede celular. As do tipo A s&o encontradas nos filtrados de cultura de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras (JAYANY; SEXANA, 2005) e do tipo B também
foram encontradas no filtrado de cultura de uma ampla gama de Bacillus sp. (SAKALI, 1992).
E as enzimas despolimerases quebram as ligacdes glicosidicas entre os residuos
galacturonicos via transeliminacdo (liases) (PL, E.C 4.2.2.2) (pectato liases e pectina liases) ou
hidrolise (hidrolases) (PG, E.C 3.2.1.15) (exo ou endo — poligalacturonases). Atuam sobre
substancias pécticas por dois mecanismos diferentes, a hidrolise, na qual catalisam a clivagem
hidrolitica com a introducdo de agua através da ponte de oxigénio e a liase trans-eliminatoria,
na qual quebram a ligacdo glicosidica por uma reacdo de transeliminacdo sem qualquer
participacdo da molécula de dgua (Tabela 1) (KASHYAP et al., 2001; JAYANI et al., 2005;
GARG et al., 2016; RAMADA, 2019). As despolimerases podem ser subdivididas em quatro
categorias diferentes, dependendo da preferéncia da enzima pelo substrato, do mecanismo de
clivagem e da divisdo das ligagdes glicosidicas (Tabela 1) (JAYANY; SAXENA, 2005).
Poligalacturonase e polimetilgalacturonase quebram pectato e pectina, respectivamente pelo
mecanismo de hidrélise (Tabela 1). Dependendo do padrdo de acdo, ou seja, aleatoria ou
terminal, essas enzimas sdo denominadas enzimas Endo ou Exo, respectivamente. As endo-
PGases estdo amplamente distribuidas entre fungos, bactérias e muitas leveduras (LUH; PAFF,
1951), também sdo encontradas em plantas superiores e alguns nematoides parasitas de plantas

(SAKAI et al., 1993). Em contraste, as exo-PGases ocorrem com menos frequéncia.

Figura 1. Classificacdo das poligalacturonases

‘ Poligalacturonases

Esterase Protopectinase Despolimerase
| |

Pectina metil Pectina acetil

. Liases Hidrolases
CSterase csterase

v v

Pectato liase Poligalacturonase

Y o P P .
Pectina liase Polimetilgalacturonases
&

Fonte: Préprio Autor, 2024.
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O desmembramento da nomenclatura das enzimas poligalacturonases (EC 3.2.1.15) sdo
representadas na Figura 2. Estas enzimas sdo enzimas amplamente distribuidas em bacteérias,
fungos e plantas (THAKUR et al., 2010).

Figura 2. Nomenclatura das enzimas poligalacturonases

EC3.2.1.15

E} 3. Hidrolase

3.2 Glicosilase

3.2.1 Glicosidase

3.2.1.15 endo-poligalacturonase

Fonte: Préprio Autor, 2024.

As poligalacturonases sdo utilizadas em diversos processos industriais convencionais,
ndo apenas na extracdo de sucos de frutas e clarificacdo, mas também no processamento téxtil,
fermentacao de café ou ché, recuperacdo de 6leos vegetais, maceracdo/desgomagem de fibras
vegetais e fabricacdo de papel (KASHYAP et al., 2001).

As enzimas pectinoliticas podem ser divididas em trés grupos amplos (Tabela 1): as
protopectinases, que degradam a protopectina insollvel e dado origem a pectina soltvel
altamente polimerizada; as esterases: catalisam a desesterificacdo da pectina pela remocéo de
ésteres metoxi; e as despolimerases, que catalisam a clivagem hidrolitica das ligacGes
glicosidicas a-(1 — 4) do &cido d-galacturdnico das substancias pécticas (JAYANY; SAXENA,
2005).

Tabela 1 - Classifica¢do das poligalacturonases de acordo com seu modo de agéo.

Enzima Mecanismo Padréo de Substrato Produto
de acdo acao primario

Protopectinase Hidrolise Aleatorio  Protopectina Pectina
Esterase
Pectina metil Hidrolise Aleatério  Pectina Acido péctico +
esterase methanol
Pectina acetil Hidrolise Aleatério  Pectina Acido péctico +
esterase methanol

Despolimerase




Tabela 2 - Continuagéo.

Hidrolases
Endopoligalacturona  Hidrolise Aleatorio  Acido péctico Oligogalacturonat
se 0s
Exopoligalacturonas  Hidrdlise Terminal  Acido péctico Monogalacturonat
e 0sS
Exopolygalacturonan  Hidrdlise Pendltimo  Acido péctico Digalacturonatos
-digalacturono vinculo
hydrolase
Oligogalacturonase  Hidrdlise Terminal  Trigalacturonato Monogalacturonat
hydrolase 0S
Endopolimetil- Hidrolise Aleatério  Pectina Oligometilgalactu
galacturonases altamente ronatos
esterificada
Endopolimetil- Hidrolise Terminal  Pectina Oligogalacturonat
galacturonases altamente 0S
esterificada
Liases
Endopoligalacturona  Trans- Aleatorio  Acido péctico Oligogalacturonat
se liase eliminacao 0s insaturados
Exopoligalacturonas  Trans- Pendltimo  Acido péctico Digalacturonatos
e liase eliminacdo  vinculo insaturados
Oligo-d- Trans- Terminal  Digalacturonato  Monogalacturonat
galactosiduronato eliminacgdo s insaturados 0s insaturados
liase
Endopolimetil-d- Trans- Aleatorio  Poli-(metil-d- Metiloligogalactu
galactosiduronato eliminacao digalacturonatos ronatos
liase ) insaturados) insaturados
Exopolimetil-d- Trans- Terminal  Poli-(metil-d- Metilmonogalactu
galactosiduronato eliminacao digalacturonatos ronatos

liase

) insaturados)

insaturados

Fonte: Jayani; Saxena, 2005; Siero et al., 2012.
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As poligalacturonases podem ser classificadas de acordo com a preferéncia do substrato

utilizado, podendo atuar em pectina, acido péctico, protopectina ou oligo-D-galacturonato. De

acordo com o mecanismo de clivagem, as poligalacturonases podem ser chamadas de

despolimerases ou esterases. Essas enzimas podem ainda ser nomeadas de acordo com o modo

de acdo; se hidrolisarem o substrato aleatoriamente, sdo endoenzimas, que levam a liquefagéo

e despolimerizacdo; se hidrolisam a partir das extremidades, sdo exoenzimas de sacarificagao
(BHARDWA\] et al., 2017).
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2.1.2 Fontes de obtencédo da enzima poligalacturonase

Cerca de 4.000 enzimas sdo conhecidas atualmente, mas somente aproximadamente
apenas 5% deste total sdo utilizadas comercialmente, geralmente de origem microbiana, sendo
que as enzimas produzidas por fungos séo as mais importantes na industria. Deste total, 75%
destas enzimas pertencem ao grupo das hidrolases, consideradas as enzimas com maior
importancia industrial atualmente, e destas enzimas, 90% s&o produzidas por microrganismos
(BANERJEE; RAY, 2017; LIU; KOKARE, 2017; SINGH; SINGH; PANDEY, 2019).

As enzimas pectinoliticas podem ser obtidas a partir de diferentes microrganismos,
como leveduras, bactérias, actinomicetos e, principalmente, por fungos filamentosos que sdo
considerados um dos mais eficazes produtores de poligalacturonases (JAHAN et al., 2017,
SIEIRO et al., 2012). Das enzimas industriais produzidas a partir de microrganismos, 50% sao
originérias de fungos e leveduras, 35% de bactérias, enquanto os 15% restantes sdo de origem
vegetal (OUMER, 2017).

As poligalacturonases fungicas sdo enzimas extracelulares, nas quais a
poligalacturonase € o tipo mais relevante entre elas. Sdo produzidas por diferentes fungos,
incluindo Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Trichoderma spp.,
Rhizomucor spp., Aureobasidium spp., Thermotoga spp., Saccharomyces spp., Candida spp.,
Pichia spp., Kluyveromyces spp., e bactérias como Bacillus spp., Klebsiella spp., e
Pseudomonas spp., tém sido documentadas como produtoras de pectinases alcalinas
(KAVUTHODI; SEBASTIAN, 2018; PATIDAR et al., 2018; RUIZ et al., 2017; JAYANI et
al., 2005).

Geralmente, as enzimas pectinoliticas derivadas de fungos sdo acidas, enquanto as
enzimas alcalinas sdo secretadas principalmente por linhagens bacterianas. Aspergillus spp. séo
0 género de fungo mais comum utilizado para a producdo industrial de poligalacturonases e
apresenta diferencas consideraveis entre as espécies quanto a especificidade do substrato, taxa
de clivagem, pH 6timo e temperatura para sua atividade (RUIZ et al., 2017; FAVELA-TORRES
et al., 2006). As poligalacturonases de Aspergillus niger sdo amplamente utilizadas nas
industrias, pois esta cepa possui 0 GRAS (Geralmente reconhecido como seguro), o que
significa que os metabdlitos produzidos por esta cepa podem ser usados com seguranca. Esta
cepa fungica produz varias poligalacturonases, incluindo polimetilgalacturonase,
poligalacturonase e pectinesterase (JOSHI et al., 2015).

Na literatura sdo encontrados diferentes isolados bacterianos com potencial para
producdo de enzimas pectinoliticas. As linhagens de Bacillus foram selecionadas como os
produtores enzimaticos mais potente (SOHAIL; LATIF, 2016; KAVUTHODI; SEBASTIAN,
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2018). A espécie Bacillus amyloliquefaciens é Gram-positiva, formadora de endosporos e em
forma de bastonete. Taxonomicamente, a espécie pertence ao complexo de espécies Bacillus
subtilis, familia Bacillaceae, e classe Bacilli. At¢é 0 momento, o grupo B. amyloliquefaciens
compreende quatro espécies bacterianas: B. amyloliquefaciens, Bacillus siamensis, Bacillus
velezensis e Bacillus nakamurai. Eles sdo amplamente distribuidos no solo, plantas, alimentos
e 4gua (NGALIMAT et al., 2021).

Estudos demonstraram que as bactérias produzem poligalacturonases resistentes ao pH
e temperatura elevados (HOONDAL et al., 2002; ANDRADE et al., 2011). Contudo, reportam
ainda que as cepas bacterianas produtoras de enzimas comerciais sdo sempre preferidas, porém,
as cepas fungicas como Aspergillus neiger sdo mais utilizadas para a producdo comercial de
poligalacturonase devido a facilidade do processo de fermentacdo (para producdo) e
implementacdo de técnicas de melhoramento de cepas ou qualquer técnica para aumentar o
rendimento da produgdo (PRATHYUSHA; SUNEETHA, 2011), devido a pouca exigéncia de
substrato e facilidade no cultivo. Além disso, as poligalacturonases bacterianas a producéao é

alcancada em menos tempo em comparacdo com fontes fungicas (JOSHI et al., 2015).

2.1.3 Producéo de poligalacturonase

Para a producéo de poligalacturonases a partir de microrganismos existem duas técnicas
de cultivos denominadas cultivos em estado solido (CES) e cultivos submersos (CS). CES é
definido como o cultivo de microrganismos em suportes solidos humidos, quer em suportes
inertes carreadores ou em substratos insolveis que podem ser usados como carbono e fonte de
energia. Este processo ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua livre no espaco entre o
substrato particulas. Neste sistema, a dgua esta presente no substrato sélido cuja capacidade de
retencdo de liquidos varia com o tipo de material (OUMER, 2017; PANDEY et al., 2000). Em
contraste, no CS o0s nutrientes e microrganismos estdo ambos submersos na agua.
Aproximadamente 90% de todas as enzimas industriais sdo produzidas em CS, frequentemente,
usando microrganismos manipulados geneticamente (OUMER, 2017).

2.2 Classificagao das enzimas

A Unié&o Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), definiu critérios
para denominacdo e classificagdo de enzimas, onde a cada enzima é atribuido um cédigo de 4
nameros separados por pontos (W.X.Y.Z), precedido das iniciais EC (Enzyme Commission).

Os numeros W, X e Y referem-se a classe, subclasse e sub-subclasse das enzimas,
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respetivamente, e 0 nimero Z refere-se ao ordenamento da enzima dentro da sub-sub-classe
(FAROOQ et al., 2021; PINTO, 2008).

A classificacdo divide as enzimas em seis classes distintas de acordo com o tipo de
reacdo que catalisam, como apresentado na Tabela 3. As enzimas sdo classificadas em seis
classes: oxi-redutases (classe 1), transferases (classe 2), hidrolases (classe 3), liases (classe 4),
isomerases (classe 5) e ligases/sintetases (classe 6). Esta classificagdo proposta é organizada a
partir do tipo funcional da enzima, de forma que diferentes proteinas, mesmo que com estruturas
diferentes, porém com uma mesma atividade catalitica (isozimas), possuem 0 mesmo nome e 0

mesmo numero de EC.

Tabela 3 - Nomenclatura e classificacdo de enzimas.

Primeiro . . x .

] Classe de Enzima Tipo de reacao Catalisada
Numero (classe)
1 Oxirredutases Reacdes de oxirreducéo
5 Transferases Transferéncia de grupos entre moléculas
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise
4 Liases Remocéo de um grupo de uma molécula
5 Isomerases Reacdes de isomerizagdo

) ReacOes de sintese acopladas a hidrolise de uma

6 Ligases

molécula de ATP

Fonte: Farooq et al., (2021) adaptada pela autora.

Nas reacOes catalisadas pelas hidrolases (EC 3.X.Y.Z), 0s reagentes sdo a dgua e 0
substrato, que se rompe em suas partes constituintes, a catalise ocorre nas reacdes de clivagem
pela adicdo de uma molécula de agua a ligacGes covalentes tais como as ligacGes do tipo C-C,
C-0O, C-N e O-P e, no geral, quando um composto tem o sufixo “ase”, a enzima se trata de uma
hidrolase (amilase, lipase, celulase, pectinase, quitinase, protease, etc) e elas quase sempre

catalisam reacdes fisiologicamente irreversiveis.

2.3 Culturas Mistas
Culturas mistas referem-se ao cultivo simultaneo de dois ou mais microrganismos

diferentes em um mesmo ambiente. A coexisténcia desses microrganismos pode resultar em
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interacOes sinérgicas que beneficiam processos biotecnoldgicos, como a producdo de enzimas
como a poligalacturonase (AMIN et al., 2019).

A adocdo de culturas mistas na producdo de poligalacturonase apresenta diversas
vantagens, dentre elas, de potencializar a eficiéncia da producdo. Essa abordagem permite a
otimizacdo de processos biotecnolégicos complexos (SHRESTHA et al., 2021), aléem da
capacidade de utilizar microrganismos com fungdes complementares que podem levar a um
aumento substancial na qualidade e rendimento da poligalacturonase (HAILE et al., 2022).

O processo de selecdo dos microrganismos para culturas mistas € crucial para o sucesso
da producdo de poligalacturonase, que envolve a escolha de linhagens que possuam a
capacidade de produzir diferentes tipos de poligalacturonase ou que apresentem sinergia
metabolica (HAILE et al., 2022; SHRESTHA et al., 2021). A combinacdo estratégica de
microrganismos complementares desempenha um papel fundamental na eficacia da cultura
mista. A interacdo entre os microrganismos em uma cultura mista é altamente dindmica e
multifacetada. Ela engloba a troca de metabolitos benéficos, a competicdo por recursos e a
comunicacdo celular. Esses processos colaborativos desempenham um papel fundamental na
eficiéncia e estabilidade da producao de poligalacturonase (AMIN et al., 2019).

Comparadas as culturas puras, as culturas mistas oferecem uma série de vantagens
notaveis. Elas demonstram uma maior estabilidade ao longo do processo produtivo, sendo
capazes de utilizar substratos complexos de forma mais eficaz (PACHAPUR et al., 2019). Além
disso, essa abordagem pode resultar em uma reducdo significativa na geracdo de residuos,
contribuindo para a sustentabilidade do processo.

As culturas mistas possuem rendimentos termodinamicamente favoraveis com
configuracdes de cultivos simples, devido a sua alta taxa de evolucdo de hidrogénio. A cultura
mista desempenha duas fun¢des principais: transmitir sinais moleculares e comunicar-se entre
si usando metabolitos (PACHAPUR et al., 2019), contribuindo para a diviséo do trabalho para
a facil e rapida degradacdo do substrato complexo. Assim, o uso de sistemas de cultura mista
auxilia na utilizacdo do substrato e na eficiéncia de degradacdo em uma taxa mais rapida em
comparagdo com sistemas de cultivo puro/co-cultivo (BAGHCHEHSARAEE et al., 2010).

Desenvolver e controlar culturas mistas apresenta desafios Unicos. E necessario
implementar estratégias para monitorar e ajustar as condi¢Ges de cultivo, garantindo um
ambiente propicio para a interacdo sinérgica entre 0s microrganismos. A manutencdo de
condicGes ideais é essencial para maximizar a producdo de poligalacturonase (HAILE et al.,
2022). As culturas mistas tém demonstrado sucesso em diversas aplicagdes industriais na

producéo de poligalacturonase. Setores como a industria de alimentos, producdo de bebidas e
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indUstrias de bioprocessos tém se beneficiado significativamente dessa abordagem, resultando
em processos mais eficientes e econdmicos (BAGHCHEHSARAEE et al., 2010).

A aplicacdo de técnicas de engenharia genética e biologia sintética pode potencializar
ainda mais o desempenho das culturas mistas na producéo de poligalacturonase. A manipulagéo
genética pode ser empregada para otimizar a producdo de enzimas e melhorar a sinergia
metabdlica entre os microrganismos (AMIN et al., 2019).

O campo das culturas mistas na producao de poligalacturonase tem um futuro promissor.
A integracdo de abordagens avancadas, como a aplicacdo de inteligéncia artificial para
otimizacgdo de processos, promete impulsionar ainda mais a eficiéncia e aplicabilidade dessa
técnica. Espera-se uma expansao continua das aplicacdes industriais, consolidando as culturas
mistas como uma ferramenta indispensavel na producéo de enzimas de interesse biotecnoldgico
(PACHAPUR et al., 2019).

2.4 Aplicacao de poligalacturonase bacteriana

2.4.1 Poligalacturonases acidas

As poligalacturonases &cidas sdo geralmente utilizadas na inddstria de sucos e vinhos.
Enzimas acidas sdo Uteis na extracdo e clarificacdo de suco de frutas tropicais, fabricacdo de
purés de frutas, em produtos de laranja e clarificacdo de vinhos (TAPRE; JAIN, 2014). As
poligalacturonases sao pré-requisito na clarificacdo do suco porgque ndo sé reduzem o amargor
e a turvacdo dos sucos de frutas, mas também reduzem a viscosidade, melhoram a
prensabilidade da polpa e desintegram a geleia como a pectina (SANDRI et al., 2012).

O tratamento com poligalacturonase tem sido realizado com diferentes tipos de frutas,
como morango, framboesa, amora, bagaco de maca, suco de laranja e suco de uva e resultou
em melhor cromaticidade e estabilidade dos vinhos (PASHA et al., 2013).

Na viticultura e vinificacdo, a levedura Saccharomyces cerevisiae CET 11783 é usada
para a producao de poligalacturonases utilizando a pele da uva como fonte de carbono (TAPRE;
JAIN, 2014). A adicdo de poligalacturonases durante a trituracdo dos frutos aumenta o
rendimento do suco e também acelera a liberacdo de antocianinas no suco. Tratamento com
poligalacturonases na pré-fermentacdo ou na fase de fermentacdo elimina as particulas em
suspensdo. Apos a fermentacdo, enzima é adicionada ao vinho para aumentar a sua clareza e
taxa de filtracdo (KASHYAP et al., 2001).
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2.4.2 Poligalacturonases Alcalinas

As poligalacturonases alcalinas séo usadas principalmente na degomagem e maceragéo
de culturas de fibras e pré-tratamento de efluentes pécticos de industrias de sucos de frutas.
Enzimas alcalinas séo produzidas principalmente de fontes bacterianas, na grande maioria por
Bacillus spp. (KASHYAP et al., 2001).

Essas enzimas sdo utilizadas na indudstria de papel e celulose. Na fabricacdo do papel, a
poligalacturonases pode despolimerizar pectinas e, posteriormente, reduzir a demanda cationica
de solucdes de pectina e o filtrado do branqueamento com perédxido (REID; RICARDO, 2000).
De acordo Oumer (2017), polpas preparadas com enzimas pectinoliticas produzem papel mais
volumoso com maior opacidade e melhor capacidade de impressédo do que polpas preparadas
por um processo quimico alcalino. Chauhan e Sharma (2014) observaram em seu estudo que o
tratamento com pectinase resultou em papel artesanal de boa qualidade das fibras de bananeira
tratadas em comparacdo com as respectivas fibras de controle e o tratamento foi considerado
econdmico.

Na inddstria téxtil as poligalacturonases tém sido utilizadas em conjunto com amilases,
lipases, celulases e hemicelulases para remover agentes de dimensionamento do algoddo de
forma segura e ecoldgica, substituindo a soda caustica toxica utilizada comumente. As fibras
vegetais contém goma, que deve ser removida antes de seu uso para a fabricacdo téxtil
(HOONDAL et al., 2002). O tratamento de degomagem quimica é poluente, toxico e ndo
biodegradavel. Uma alternativa é degomagem biotecnoldgica utilizando poligalacturonases em
combinacdo com xilanases.

Nesse contexto, as poligalacturonases tém desempenhado um papel crucial na
retificacdo de linho e juta, promovendo a separacao das fibras e a remocdo das pectinas. Além
disso, sdo empregadas na preparacdo biologica do algoddo e no processo de polimento
enzimatico de tecidos que combinam juta e algoddo (HOONDAL et al., 2002).

Na industria de alimentos, € utilizada na fermentacdo de chas e destrdi a propriedade
formadora de espuma dos pds para chas instantaneos, destruindo as pectinas. No café, as
poligalacturonases sdo essenciais para remover a mucilagem do grdo, que é composto por
polissacarideos, como pectina, celulose e amido. A mucilagem pode prolongar o tempo
necessario para a secagem dos gréos e pode levar ao desenvolvimento de fungos, o que reduz a
qualidade final do café. O processo de fermentacdo € facilitado por enzimas que ocorrem
naturalmente no fruto do café e na microflora adquirida do meio ambiente, ou por culturas
iniciais adicionadas ao café para melhorar também o perfil fisico, quimico e sensorial do café
(HAILE; KANG, 2019; SIRIDEVI et al., 2019). As enzimas mais importantes produzidas por
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microrganismos para degradar substancias pectina durante a fermentacdo do café séo pectina
liase, poligalacturonase e pectina metilesterase (SOUZA; KAWAGUTI, 2021).

As enzimas sdo utilizadas na extracdo de 6leo de estruturas vegetais, como cascas de
frutas, polpas e sementes, com o auxilio da extracdo enzimatica aquosa. A principal fungéo das
enzimas é degradar e quebrar a parede celular de uma estrutura vegetal para facilitar a liberacdo
de 6leo da matriz. A aplicacdo enzimaética pode ser isolada ou combinando diferentes enzimas
com efeito positivo no rendimento do 6leo (MWAURAH et al., 2019).

Oleos citricos, como o limao, podem ser extraidos com poligalacturonase (JAYANI et
al., 2005). Os oleos essenciais estdo localizados especialmente nas células do albedo de frutas
citricas e contém hidrocarbonetos como terpenos e esquiterpenos, compostos oxigenados como
aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas e fendis, e residuos ndo volateis como ceras, flavonoides e
acidos graxos (KASHYAP et al., 2001). A poligalacturonase hidrolisa os complexos pectina-
proteina, eliminando as propriedades emulsificantes da pectina, o que interfere na extracéo,
possibilitando a obtencdo de 6leos de casca citrica (SOUZA; KAWAGUTI, 2021).

As preparagdes de poligalacturonase também sdo usadas na industria do azeite para
aumentar a producdo de extracdo de 6leo e melhorar os indicadores de qualidade do dleo.
Preparacfes enzimaticas comerciais contendo poligalacturonase, celulases e hemicelulases
passaram a ser utilizadas para a extracdo do azeite, sendo adicionadas durante a prensagem das
azeitonas para melhorar o processo de extracdo (KASHYAP et al., 2001; BHARDWAJ et al.,
2017; KAWAGUTI; KOBLITZ, 2019).

As poligalacturonases ainda sdo usadas em coquetel enzimatico usado para a producéo
de ragOes animais. Uma vez que reduz a viscosidade da racdo, aumenta a absorcao de nutrientes,
libera nutrientes, seja pela hidrolise de fibras ndo biodegradaveis ou pela liberacdo de nutrientes
bloqueados por essas fibras, e reduz a quantidade de fezes (HOONDAL et al., 2000; JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005).

2.5 Extracéao de carotenoides
Frutas, vegetais e algas naturalmente tém pigmentos, sendo os principais, as clorofilas
(cor verde), carotenoides (cor amarelo-laranja-vermelho), antocianinas (cor vermelho-azul-
roxo) e betalanina (vermelho) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; MIRANDA et al., 2021).
Carotenoides sdo pigmentos naturais, amplamente presentes em vegetais e frutas, como
cenoura, tomate, milho, mamao, melancia, e em alguns peixes (salméo) e crustaceos (lagosta

cozida, caranguejo e camardo) (MIRANDA et al., 2021). E ainda, originam a cor amarelo-
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avermelhado de diversos alimentos, pois sdo utilizados como aditivos (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2019).

Os carotenoides, incluindo licopeno, luteina, a-caroteno ¢ B-caroteno, sdo uma das
principais fontes de antioxidantes nos frutos de tomates. A cor vermelha dos tomates maduros
é causada pelo licopeno, o carotenoide mais abundante, que representa mais de 85% dos
carotenoides (CATALKAYA; KAHVECI, 2019).

Carotenoides sao isoperdides lipofilicos que podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas quimicas e nutricionais (MUSSAGY et al., 2019). Quimicamente, sdo
classificados como carotenos, compostos apenas de &tomos de carbono e hidrogénio e
xantofilas que, além de carbono e hidrogénio, tém oxigénio em sua estrutura, como parte de um
grupo funcional (COLMAN-MARTINEZ et al., 2016; DELGADO-PELAYO et al., 2016;
CATALDO et al., 2018; MIRANDA et al., 2021).

Quanto a suas propriedades nutricionais, os carotenoides sao geralmente classificados
como pro-vitamina A, ou seja, B-caroteno, B-criptoxantina e a-caroteno, ou nao-provitamina A,
ou seja, licopeno, luteina, zeaxantina (MALDONADE et al., 2007; TOTI et al., 2018), e
cetocarotenoides, como canthaxantina e astaxantina (JAYARAJ et al., 2008).

Diante disso, além de seu amplo uso como corantes e no enriquecimento de alimentos,
também sdo utilizados devido a sua atividade pré-vitaminica A e as propriedades que resultam
em possiveis fungdes bioldgicas benéficas a salde, tais como o fortalecimento do sistema
imunoldgico e a diminuicdo do risco de doencas degenerativas (ANUNCIACAO et al., 2019).
Sendo entdo muito utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e ragao.

Ao longo das ultimas décadas, houve esfor¢os conjuntos para o desenvolvimento de
métodos de extracdo aprimorados para carotenoides. No entanto, a recuperacdo de matrizes
alimentares complexa ainda é um desafio, devido a barreiras fisicas e quimicas presentes na
matriz alimentar que impedem a transferéncia em massa de carotenoides durante a extracao,
bem como a presenca de diversos conjuntos de carotenoides com niveis variados de polaridade
que dificulta sua extragdo simultanea (SAINI; KEUM, 2018).

Devido a sua natureza hidrofobica, carotenoides sdo convencionalmente extraidos
usando solventes organicos. Geralmente, solventes ndo polares, como hexano, éter de petroleo
ou tetrahidrofurano (THF), sdo uma excelente escolha para a extracdo de carotenos nédo polares
ou xantofilas esterificadas, enquanto solventes polares como agua, acetona, etanol e acetato
etilico sdo mais apropriados para a extracdo de carotenoides polares. Os diferentes métodos
utilizados para a extragcdo de carotenoides de fontes naturais podem ser classificados em

categorias: extracdo por solventes (SE), extracdo assistida por micro-ondas (MAE), extragédo
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assistida por ultrassom (EAU), extracdo liquida pressurizada (PLE), extracdo assistida em
campo elétrico pulsado (PEFAE), extracdo de fluidos supercriticos (SFE), extracdo assistida
por enzimas (EAE) e quimica verde (SAINI; KEUM, 2018; LIU et al., 2019; CANADAS et al.,
2020).

Todas essas técnicas tém sido utilizadas para a extracdo de compostos presentes em
matrizes alimentares. Alguns desses métodos (MAE, EAU, PLE, PFAE e SFE) tém sido
intensamente exploradas para a extracdo de compostos bioativos, pois apresentam vantagens
como maior eficiéncia, reducdo dos tempos de extracdo e menores custos de energia (ZIA et
al., 2020). A Tabela 4 apresenta as principais vantagens e desvantagens de varios métodos de
extragao.

Tabela 4 - Vantagens e desvantagens de métodos de extracdo de carotenoides.

Método de Extracao

Vantagens

Desvantagens

Extragdo por solventes
(SE)

Método simples, rapido e
econdmico

Maior tempo para extracao e baixo
rendimento

Extracéo assistida por
micro-ondas (MAE)

Método simples, rapido e
econémico

Pode causar degradacdo térmica
e isomerizacao cis-trans de
carotenoides

Extragéo assistida por
ultrassom (EAU)

Extracdo rapida, ndo térmica
e eficiente

O envelhecimento da superficie da
sonda ultrass6nica pode alterar a
eficiéncia de extragéo

O tamanho de particulas pequenas
(=50 um) é necessario para alcangar
uma boa extracdo

Extracdo liquida
pressurizada (PLE)

Rapido (poucos minutos),
requer quantidade minima de
solvente organico
Altamente aplicavel a um
contexto em escala de
laboratério

Dificil de aplicar a grandes
volumes devido ao entupimento
causado por agUcares e pectinas de
matrizes vegetais

Extracdo de campo
elétrico pulsado (PEF)

Alto rendimento de extragdo
Processo nédo térmico

Baixo uso de energia

Altos custos de instrumentagédo

Bolhas nas amostras podem causar
problemas técnicos

Pardmetros do FPE podem diferir
com mudanca na condutividade
elétrica da amostra
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Tabela 5 — Continuagéo.

Utiliza solvente ndo
inflaméavel, ndo toxico e
reciclavel (CO2 e etanol)
N&o é adequado para amostras

Processo de extragéo contendo altas quantidades de 4gua
. . continua em vez de
Extracéo de fluido . . .
e processamento em lote Baixo rendimento de carotenoides
supercritico (SFE) polares

Util para extrago de
compostos termolabianos Alto custo de instrumentacdo

Fornega carotenoides com

alta pureza
Extracéo assistida por Extracéo réapida e eficiente )
enzimas (EAE) com uso minimo de solventes Alto custo das enzimas

Fonte: Saini e keum (2018); Miranda et al. (2021) modificado pela autora.

As enzimas sdo ferramentas altamente eficazes para catalisar uma variedade de
processos quimicos e biologicos (DAS, NADAR, RATHOD, 2021). Em comparagdo com
solventes, elas consomem menos energia e apresentam menor impacto ambiental e riscos para
a salde, tornando-se uma opcéo mais sustentavel (MACKENZIE et al., 2015).

Esse poder catalitico das enzimas é aproveitado de forma eficaz na extracao, facilitando
a quebra da matriz celular e permitindo a liberacdo de metabolitos no solvente, o que melhora
a recuperacdo de produtos de alto valor. Ao selecionar ou projetar uma enzima, é crucial
considerar sua bioatividade, seletividade em relagcéo ao substrato e estabilidade em condicGes
desafiadoras, como pH extremo, alta temperatura e presenca de solventes (MADHAVAN et al.,
2017). Além das propriedades intrinsecas da enzima, a composicdo celular do substrato
desempenha um papel crucial, uma vez que a rigidez da célula pode tornar o processo de

extracdo mais desafiador.

2.5.1 Extracao de carotenoides com poligalacturonases

A extracdo assistida por enzimas tem chamado a atencdo de pesquisadores devido a sua
abordagem tecnologica eficiente, sustentavel e eco-friendly (DAS; NADAR; RATHOD, 2021).
Esta técnica oferece vantagens notaveis, incluindo alta eficiéncia e tempos de extracéo
reduzidos. Seu principio fundamental reside na quebra da parede celular da planta, permitindo
a liberagdo de compostos valiosos presentes na camada intracelular, tais como materiais ativos
e pigmentos de interesse (SHELDON et al., 2013).

A producdo comercial de carotenoides a partir de microrganismos concorre

principalmente com a producdo sintética por procedimentos quimicos. Atualmente, 0s
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carotenoides utilizados industrialmente sdo obtidos por via quimica ou extracdo de plantas e/ou
algas (VALDUGA et al., 2009). Entretanto, devido a preocupagdo com 0 uso de aditivos
quimicos em alimentos, houve um crescente interesse nos carotenoides obtidos naturalmente
por processos biotecnolégicos.

Além da conotagdo intrinseca a natureza, os produtos resultantes da produgédo
microbiana oferecem a vantagem de serem obtidos em um curto periodo de tempo,
independentemente da estacdo do ano. A producdo biotecnoldgica de carotenoides tem se
destacado devido a diversos fatores, como a capacidade de utilizar substratos de baixo custo
para a bioproducéo, a autenticidade como substancias naturais, a necessidade de um espaco
fisico reduzido para produc¢éo, ndo estando sujeita as condi¢cGes ambientais como clima, estagdo
do ano ou composicao do solo, e a possibilidade de controle preciso das condicdes de cultivo
(DAS; NADAR; RATHOD, 2021).

Muitos microrganismos produzem carotenoides, porém nem todos séo industrialmente
interessantes. As leveduras destacam-se pelo seu uso como fonte proteica, capacidade de
crescimento em substratos de baixo custo e alto teor de acUcar. Os tipos de carotenoides e a
guantidade relativa destes podem variar dependendo das condi¢cBes do meio de cultura,

temperatura, pH, taxa de aeracéo e luminosidade (VALDUGA et al., 2009).

2.6 Frutos amazonicos

O Brasil possui inumeras espécies de frutas nativas e exdticas, ainda pouco exploradas.
Aproximadamente metade desses frutos estdo na regido amazonica, tornando a Amazoénia uma
riquissima reserva natural de alimentos e plantas medicinais em todo o mundo (NEVES et al.,
2015; RUFINO et al., 2010). A maioria das frutas nativas da regido amazonica é cultivada para
consumo em mercados locais; no entanto, eles sdo mal explorados. Os frutos amazonicos sdo
uma boa fonte de micronutrientes, como minerais e vitaminas, fibras, compostos fenolicos e
pigmentos (RUFINO et al., 2010).

2.6.1 Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.)

A palmeira tucuma, espécie Astrocaryum vulgare Mart., pertence ao reino Plantae,
divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem Arecales, familia Arecaceae, e género
Astrocaryum (OLIVEIRA et al., 2018). Nativa da Amazdnia que abrange territérios como
Bolivia, Colémbia, Venezuela e no Brasil esta presente no lado leste da Amazénia, no Norte

(Amapa, Para e Tocantins), Nordeste (estados do Maranhdo e Piaui) e Centro-Oeste (estado de
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Goias) do Brasil (VIANNA, 2020). No Brasil, é popularmente conhecida por uma diversidade
de nomes como tucuma-arara, tucuma piranga, tucuma-piririca, tucuma-uassu-rana, tucum-
assu, tucum-bravo, tucum-da-serra, tucum-do-matto e tucum-purupurul.

A palmeira pode chegar a 20 metros de altura e 20 cm de diametro. Os entrenos sao
cobertos por espinhos pretos de até 22 cm de comprimento. As folhas s&o pinadas e os peciolos
medem até 2 m de comprimento, sendo cobertos por espinhos pretos planos, parcialmente até
10 cm de comprimento. Inflorescéncias e infrutescéncias sao eretas. As bracteas medem até 2
m de comprimento e sdo densamente cobertas por espinhos pretos de até 5 cm de comprimento.
Os frutos (Figura 3) sdo globosos, elipsoides (3,5 a 5 cm de comprimento e 2,5 a 4 cm de
didmetro). O epicarpo é liso e apresenta cores laranja ou vermelha. O mesocarpo é alaranjado,
carnudo, fibroso e doce. O endocarpo € resistente e preto. O endosperma é homogéneo
(VIANNA, 2020). Os frutos de tucuma laranja aparecem na estacdo chuvosa (maio) e durante
a estacdo seca, entre junho e dezembro (SMITH, 2015).

Em média, cada palmeira pode produzir de 2 a 5 cachos de frutos por ano, contendo 200
a 400 frutos, e cada cacho pesa de 10 a 30 Kg. (SHANLEY et al., 2012) (Figura 8). O fruto
pertence ao tipo de drupa, cuja cor da casca e da polpa variam do amarelo ao laranja escuro,
existindo apenas uma semente por unidade de fruto. (SAGRILLO et al., 2015; FERREIRA et
al., 2021). O fruto tem didmetro de 5 a 6 cm e massa de 70 a 75 gramas, sendo utilizado
principalmente na confeccdo de pratos regionais e consumido in natura (MATOS et al., 2019).

Figura 3 - Tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.), palmeira (A), fruto (B), fruto despolpado (C)

e fruto demonstrando epicarpo, mesocarpo e endocarpo (D)

Fonte: Da Fonseca Machado et al., (2021), adaptado.
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O fruto tem sido usado na culinaria como puré, sorvete e bebidas. O palmito € utilizado
na culinaria, e seus frutos sdo amplamente comercializados na regido amazonica (VIANNA,
2020). Além disso, o estipe de palmeira é usado em edificios rurais e as fibras das folhas sdo
um 6timo material para fazer redes, cordas e sacos. Como material biodegradavel, pode ser
utilizado para inimeras aplicaces, como engenharia, construgdo civil, automotiva e inddstrias
balisticas (OLIVEIRA et al., 2020). Os frutos tém sido considerados como uma op¢édo na forma
de produtos nutracéuticos, farmacéuticos e cosméticos na industria (DOS SANTOS et al.,
2015).

2.6.2 Bacupari (Garcinia gardneriana)

O bacuparizeiro (Garcinia gardneriana (Planch & Triana) Zappi), é arvore nativa,
pertencente a familia Clusiaceae e ao género Garcinia (DEMENCIANO et al., 2020), cuja
espécie é nativa da Floresta Amazonica brasileira. E encontrado na margem de rios e corregos,
e por isso, em determinadas épocas do ano, suporta inunda¢fes ou submersdo por varios dias,
tal capacidade permite que a fruta bacupari se adapte facilmente ao clima brasileiro diverso
(SOUZA et al., 2013; ROCHA, 2018). A arvore bacupari floresce de agosto a setembro,
produzindo frutos no més de outubro (SANTA-CECILIA et al., 2011).

Figura 4 - Bacuparizeiro com frutos (A); Bacupari (Garcinia gardneriana) fruto maduro (B)

Fonte: Giacon (2019).

A arvore, normalmente tem entre 5 e 10 metros de altura, podendo alcancar 15 m de
altura, e entre 10 e 15 cm de diametro, com ramos em angulo obtuso, ramos cilindricos,
sulcados, ramos jovens ligeiramente asperos, finamente papilhosos, latex amarelo. As folhas

sdo opostas, com peciolo alongado, lamina opaca em ambas as faces, nervura central bem
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marcada, cada folha tem entre 5 e 23,5 cm de comprimento, 2 e 11,5 cm de largura (ZAPPI et
al., 2015; FILARDI et al., 2018; BRAZIL FLORA GROUP, 2022).

Os botdes florais s@o globosos, pedicelos com 1 a 2,5 cm de comprimento, 2 a 3 sépalas
branco-esverdeadas, concavas, delicadas, membranaceas, com 2 mm de altura e 1,5 mm de
largura; 4 a 5 pétalas alvas, estriadas, com 3,5 mm de altura e 2,5 mm de largura, reflexas apds
a antese. Possuem flores masculinas, que sdo pouco numerosas (10-15) e flores hermafroditas
(3-5) (BITTRICH et al., 2015; MUNIZ, 2020; ZAPPI et al., 2015; FILARDI et al., 2018;
BRAZIL FLORA GROUP, 2022).

A fruta, é conhecida popularmente como bacupari, bacoparé, bacopari, mangostao
amarelo e ainda de bacupari miudo (ARWA et al., 2015). Inicialmente verde escura, tornando-
se verde amarelado e laranja quando amadurece. A casca da fruta € lisa e coriacea, elipsoide,
com 2 a 2,5 cm de comprimento, com apice arredondado ou pouco pronunciado, coroado por
estigma remanescente, base mais estreita, assentado sobre restos do disco, estames e pétalas,
apresenta de 2 a 4 sementes por fruto (BITTRICH et al., 2015; ZAPPI et al., 2015; FILARDI
et al., 2018; MUNIZ, 2020; BRAZIL FLORA GROUP, 2022). A polpa € branca, comestivel
com sabor doce, sendo derivada principalmente do endocarpo (ASINELLI, 2011), é consumida
tanto in natura (ROCHA et al., 2018) e corresponde, em média, a 37% a 40% do peso da fruta
(DE MELO et al., 2022).

A casca e sementes do bacupari compdem cerca de 60% da massa da fruta (DE MELO
et al., 2022). Na literatura é possivel verificar que o bacupari é rico em propriedades
fitoterapicas com potencial de uso na industria alimenticia, com papel antioxidante gracas as
suas propriedades bioativas (DE MELO et al., 2021). J& foi comprovado que 0s compostos
bioativos presentes nos extratos de casca e sementes de bacupari possuem propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, ansioliticas, leishmanicidas, fotoprotetores e antioxidantes
(MELO et al., 2021; FIGUEIREDO et al., 2014; CARVALHO-SILVA et al., 2012; GONTIJO
etal., 2012; MARTINS, 2008).

Alguns estudos fotoquimicos descreveram a presenca de metabolitos secundarios
bioativos para o género Garcinia, dentre eles: xantonas, esteroides, triterpenos e flavondides
(DELLEMONACHE et al., 1983; BRAZ FILHO et al., 1970), os quais estdo associados a
efeitos farmacologicos, tais como antiinflamatorios, antinociceptivos, antibacterianos e
antiparasitario (SUBEKI et al., 2004; VERDI et al., 2004; CASTARDO et al., 2008; OTUKI et
al., 2011; MELO et al., 2014).

De Melo et al. (2022) desenvolveram farinhas a partir dos subprodutos (a casca e a

semente) do bacupari em duas etapas de maturacdo e posteriormente avaliaram sua composi¢do
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proxima, fisica, antioxidante, bioativa, microestrutural e térmica. Os resultados revelaram que
as farinhas tém alto teor de fibras e sdo uma fonte potencial de proteina. Os autores relatam que
a farinha de sementes tem um valor energético semelhante ao da farinha de trigo e outras
farinhas convencionais. As farinhas contém compostos fendlicos e apresentam atividade
antioxidante, especialmente a farinha de casca ndo madura e ambas podem ser utilizadas como
ingredientes alternativos em diversos setores da indUstria alimenticia.

Outro estudo dos autores De Melo et al. (2022) desenvolveram o pd de polpa bacupari
(BPP) em duas etapas de maturacdo e avaliaram suas propriedades fisico-quimicas,
microestruturais e bioativas. Os dados mostraram que o BPP pode ser considerado como uma
fonte de fibra, a polpa imatura pode ser considerada como uma fonte de proteina. Os autores
revelam que foram os primeiros a quantificar e identificar compostos bioativos e atividade

antioxidante na polpa da fruta.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo produzir poligalacturonase a partir de linhagens
bacterianas isoladas de frutos amazonicos, caracteriza-las bioquimicamente e avaliar o seu

potencial de aplicacdo na extracdo de carotenoides dos frutos amazonicos.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir poligalacturonase a partir de culturas bacterianas, isoladas de frutos da
Amazonia (Tucuma e Bacupari), puras e mistas;

e Caracterizar bioquimicamente a poligalacturonase produzida em termos de temperatura
e pH reacional

e Auvaliar a estabilidade térmica e frente ao pH da poligalacturonase produzida;

e Auvaliar o efeito dos ions metalicos sobre a atividade de poligalacturonase produzida;

e Avaliar o potencial de aplicacdo da poligalacturonase produzida na extragdo de

carotenoides.



36

4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Aplicada — LAMA
e no Laboratorio de Bioprocessos e Catalise/Laboratorio de Instrumentacao Cientifica - LABIC
da Universidade Federal do Tocantins — UFT, Campus Palmas, TO. O projeto € vinculado ao
PROCAD Amazonia Legal (Convénio: 1707/2018) e PDPG-FAP (18/2020).

4.1 Microrganismos: manutencgao e inoculo

As linhagens bacterianas (Tabela 6) estudadas neste projeto foram isoladas de frutos de
tucuma (Astrocaryum vulgare Mart) e bacupari (Rheedia gardneriana) por (SANTQOS, 2022),
foi realizando a triagem de microrganismos e as identificado como produtoras de
poligalacturonases por meio da fermentacdo espontanea dos frutos. As linhagens foram
mantidas no Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Palmas, TO. As linhagens foram preservadas em tubos de centrifuga (2 mL),
contendo 50% de glicerol a 40%, e 50% do meio de cultura contendo 10 g/L de triptona, 5 g/L
de extrato de levedura, 5 g/L de cloreto de sédio. As linhagens foram mantidas em ultrafreezer

a -80 °C até o momento da reativago.

Tabela 6 - Linhagens bacterianas utilizadas para a triagem de producéo de poligalacturonases.

Linhagens Género

BCLB-785 Klebsiella oxytoca

TCLB-25 Cronobacter sakazakii
TCMK-112 Kosakonia sp.

BCLB-179 Klebsiella aerogenes
BCLB-122 Proteus sp.
BCLB-197A Bacillus amyloliquefaciens
TCMK-109 Kosakonia sp.

BCLB-640 Bacillus siamensis
BCLB-197B Klebsiella aerogenes

Fonte: Préprio Autor, 2024.

A reativacao foi realizada retirando a amostra dos tubos de centrifuga com o auxilio de

uma alca descartavel estéril, inoculando-a em placa de Petri contendo 5 g/L de peptona de soja,
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3 g/L de extrato de carne e 20g/L de &gar bacterioldgico. Os isolados permaneceram incubados
a 30 °C por 24 horas.

4.2 Cultivos dos microrganismos

O preé-inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 20 mL do meio
basal composto por 5 g/L de peptona de soja e 3 g/L de extrato de carne. O meio de cultivo foi
esterilizado a 121 °C por 15 minutos em autoclave. Posteriormente foi inoculado um isolado
das diferentes amostras nos frascos Erlenmeyer (125 mL). O cultivo de pré-indculo foi mantido

a 150 rpm, em 30 °C por 24 horas no Agitador Orbital com controle de temperatura.

4.3 Producéo de poligalacturonases em cultivo submerso

Na Tabela 7 sdo apresentadas as linhagens utilizadas para producdo de

poligalacturonases com culturas puras e mistas.

Tabela 7 - Linhagens bacterianas utilizadas na producao de poligalacturonases em culturas

puras e culturas mistas.

Cultura pura Cultura mista
BCLB-640 BCLB-197B + BCLB197A
BCLB-197A BCLB-197B + TCMK-109
BCLB-197B BCLB-197B+ BCLB-640

TCMK-109 BCLB-197A + TCMK-109

BCLB-197A + BCLB-640
TCMK-109 + BCLB-640
Fonte: Préprio Autor, 2024.

O método utilizado para a produgdo de poligalacturonases foi adaptado de Reddy et al.
(2010). Onde o cultivo submerso ocorreu em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo meio
mineral (MM) adicionado de 1% de pectina citrica (m/v), 3,0 g/L de sulfato de amonio, 1,5 g/L
de fosfato monopotassico, 0,2 g/L de sulfato de magnésio, 3,5 g/L de fosfato dissddico, 1 g/L

de extrato de levedura, o pH final foi ajustado para 7,0 utilizando hidréxido de sédio (NaOH)
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1M (SOARES et al., 1999). O meio foi esterilizado a uma temperatura de 121°C durante 15
minutos em autoclave.

Os cultivos submersos foram realizados utilizando-se 1 mL do pré-inéculo para as
culturas puras e 1 mL de cada uma das culturas mistas, para inocular 18 mL de meio de cultivo,
para a producédo da enzima. Os cultivos submersos foram realizados em incubadora refrigerada
com agitacdo orbital a 150 rpm, 30 °C por 48 horas. Ap6s o tempo de cultivo, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos a 10 °C para obtencdo do sobrenadante (extrato
enzimatico bruto) e posteriormente determinacdo da atividade de poligalacturonase. Com a
determinacdo da atividade de poligalacturonases para as culturas puras e mista foi possivel

selecionar as que obtiverem melhores resultados em suas atividades.

4.4 Determinacéo da atividade de poligalacturonase

A atividade enzimatica de poligalacturonase foi realizada adicionando 800 pL de uma
solucdo de pectina citrica a 1 % (m/v) em tampédo Mcllvaine pH 5,0 em tubos de ensaio. Os
tubos foram mantidos a 50 °C por 5 minutos. O inicio da rea¢do ocorreu com a adi¢do de 200
uL do extrato enzimatico e, em diferentes intervalos de tempo (entre 0 e 5 minutos), retirou-se
200 pL da reacdo, adicionando-os em tubos contendo 200 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). O branco da reacéo foi realizado nas mesmas condi¢des experimentais com a adi¢ao de
agua destilada em substituicdo do extrato enzimatico. Entdo, os tubos foram levados para
fervura em banho maria a 100 °C onde permaneceram por 5 minutos. Posteriormente, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e, em seguida, 2 mL de agua destilada foram
adicionados em cada tubo para posterior leitura. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro UV-VIS a 540 nm. Esta analise, utilizando o DNS, identifica a presenca do
grupo carbonila livre (C = O), chamados de acgucares redutores (MILLER, 1959). Segundo
Deshavath et al. (2020) e Silva et al. (2003) esse ensaio envolve a oxidacgdo do grupo funcional
aldeido presente no &cido correspondente, enquanto o DNS é simultaneamente reduzido a acido
3-amino-5-nitrosalicilico em condi¢bes alcalinas (Figura 5). Uma unidade de atividade
pectinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de &acido

galacturonico, por mililitro, por minuto.
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Figura 5. Redugdo do acido dinitrossalicilico pelo agucar redutor, formando o acido 3-amino-
5- nitrossalicilico, dando origem ao &cido ald6nico
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1 : -
. A R= agticar . o Acido
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nifrossalicilico

Fonte: Silva et al., (2003).

O célculo para determinacédo da atividade esta exposto na equagéo 1.

- o Ap—Apn 1 1
Atividade enzimatica = (T) xvxlo xVFx?x diluigao
I

)

Onde:

Ar: Absorbéancia final

Ai: Absorbancia inicial

€: Coeficiente de extingdo molar (M .cm™)
Vi: Volume inicial

VE: Volume final

t: tempo (min)

4.5 Caracterizacdo bioquimica da poligalacturonase
4.5.1 Efeito da temperatura do meio reacional sobre atividade enzimatica

Para a otimizagéo de temperatura do meio reacional foi realizada a avaliagdo em uma
faixa compreendida entre 20 e 80 °C, com intervalos de 5 °C, em pH 5,0. A determinacdo da
atividade se realizou conforme descrito nos itens 4.4.

Para determinar a média entre as atividades enzimatica foi aplicado o calculo que

determina a atividade relativa. A atividade relativa é a maior atividade enzimatica obtida, que
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mostra a frequéncia que a menor atividade obtida tem em relagdo a maior atividade, portanto,
é representada como porcentagem.

O célculo para determinacao da atividade relativa esta exposto na equacao 2.
Atividade relativa = 222 x 100% )
ATV?2

Onde:
ATV1: maior Atividade
ATV2: menor Atividade

4.5.2 Efeito das concentracdes de pH do meio reacional sobre a atividade enzimatica

Para avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica da poligalacturonase, o pH do
extrato enzimatico bruto foi ajustado para 3,0 a 8,0 com intervalos de 0,5 (3,0 < pH < 8,0, com
A = 0,5) com diferentes tampdes Mcllvaine (3,0-8,0), sendo que a determinacgéo da atividade
foi realizada conforme descrito nos itens 4.4. Para determinar a atividade relativa foi aplicado

o célculo conforme descrito nos itens 4.5.1.
4.5.3 Estabilidade térmica de poligalacturonase

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada pela incubacdo do extrato enzimatico
bruto, em banho-maria, a diferentes temperaturas (40 °C, 50 °C e 60 °C). Aliquotas de 1 mL do
extrato enzimatico bruto foram retiradas em intervalos de tempo pré-definidos (0, 5, 10, 15, 20,
30, 40, 60, 80, 100, 120, 160, 200, 240 minutos) e transferidas para banho de gelo para a
inativacdo da enzima e entdo foram utilizadas para a determinacdo da atividade enzimaética
conforme descrito no item 4.4. Os resultados foram expressos em termos de atividade residual.

Para determinar a atividade relativa foi aplicado o calculo conforme descrito nos itens 4.5.1
4.5.4 Estabilidade em pH

A estabilidade frente ao pH foi determinada com o ajuste do pH do extrato enzimatico
bruto (3,0 < pH < 8,0, com A =0,5). Entretanto, utilizado 2 mL de tamp&o Mcllvaine, com a

auséncia de pectina e 1 mL de enzima. A atividade enziméatica como descrita no item 4.4 foi
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determinada de imediato obtendo o tempo 0. Apoés isto, as amostras foram refrigeradas a -10
°C por 24 horas para conserva-las e posteriormente a atividade enzimética foi determinada
novamente. A estabilidade frente ao pH foi expressa em termos de atividade residual da
atividade enzimatica. Para determinar a atividade relativa foi aplicado o célculo conforme

descrito nos itens 4.5.1

4.5.5 Efeito dos ions metélicos na atividade da poligalacturonase

O efeito de vérios ions metélicos na atividade da enzima foi determinado na presenca

de 5 mM para célcio, magnésio, manganés, sodio, cobre, zinco e ferro, na mistura de reacéo.

Neste ensaio, 200 pL da enzima foi determinado para 10 pL de ions metélicos 5 mM a
50 °C e pH 5,0 em meio reacional. No entanto, foi adicionado 790 puL do meio reacional
composto por pectina citrica a 1% como substrato em tampdo Mcllvane pH 5,0 e 10 pL da
solucdo de sais. Posteriormente, a atividade da enzima foi determinada usando um
espectrofotdmetro a 540 nm conforme descrito no item 4.4. E importante ressaltar que para a

amostra controle foi substituido os 10 pL dos sais por 10 pL de agua destilada.

4.6 Tratamento enzimatico para a extracdo de carotenoides

O extrato enzimatico produzido foi avaliado quanto ao potencial para a extracdo de
pigmentos carotenoides em tomate. Para o tratamento enzimatico foram realizados testes com
0S 2 microrganismos positivos para poligalacturonase. Os tomates foram comprados em
comeércio local, lavados com &gua e apds isso macerado manualmente com auxilio de almofariz
e pistilo. O tratamento enzimatico foi realizado de seguindo a metodologia de Macedo et al.
(2015), com adaptacdes. Foram pesados 25 g de tomate e adicionou-se um volume de 50 mL
de preparagdo enzimatica, que continha 10 U de extrato enzimatico liofilizado reconstituido em
agua destilada com 0.05% de azida sddica. As amostras foram colocadas em Erlenmeyers de
125 mL envolvidos com papel aluminio e incubadas em shaker a 30 °C a 150 rpm por 24 horas.
Apods isso, a mistura foi filtrada em bequer envolto de papel aluminio, filtrado com papel filtro.

4.6.1 Andlise de Carotenoides
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A concentracdo de carotenoides totais foi determinada pelo método espectrofotométrico
seguindo metodologia de Higby (1962). Foram retiradas 10 mL de cada uma das amostras, a
extracao foi realizada com solucéo alcool isopropilico: hexano (3:1). O conteudo foi transferido
para um funil separador de 125 mL envolto de papel aluminio, agitou-se o funil e apés a
agitacdo foram realizadas lavagens com agua destilada. Apds a lavagem retirou-se a fase de cor
amarela. O contetdo foi filtrado com algod&o pulverizado com sulfato de anidro P.A. em um
baldo volumétrico de 50 mL envolto em papel aluminio, lavou-se o algoddo com hexano para
a retirada de todo o pigmento do algodao, adicionou-se 5 mL de acetona e aferiu-se o baldo
volumétrico com hexano.

As amostras foram analisadas em espectrofotometro a 450 nm. Um controle foi
preparado com uma mistura de alcool isopropilico e hexano. Os resultados foram expressos em

porcentagem em relacdo a amostra controle.

4.7 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados pelo teste de média e

submetidas a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de

significancia. Foi utilizado o software SISVAR para as analises estatisticas.

5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Producdo de poligalacturonase

As linhagens selecionadas com potencial para a producgéo de poligalacturonase foram

cultivadas em condigdes submersas e 0s resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Producdo de poligalacturonases bacterianas em condig¢des submersas.

Linhagens Atividade de Poligalacturonase (U/mL)
BCLB-785 3,291,272
TCLB-25 3,572,632

TCMK-112 3,66+1,762




43

Tabela 9 - Continuagéo.

BCLB-179 3,77+0,702
BCLB-122 3,95+1,472
BCLB-197A 4,13+2,89°
TCMK-109 4,23+1,762
BCLB-640 4,24+0,44%
BCLB-197B 5,36+2,31%

*Letras iguais, na linha, ndo apresentam diferenca significativa entre si (Tukey p<0,05).
Fonte: Préprio Autor, 2024.

O teste de Tukey mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as médias,
portanto, as linhagens produtoras de poligalacturonase, BCLB-197B, BCLB-640, TCMK-109
e BCLB-197A apresentaram os maiores valores de atividade enzimatica (5,36 U/mL, 4,24
U/mL, 4,23 U/mL e 4,13 U/mL, respectivamente). As linhagens que apresentaram capacidades
para producéo de poligalacturonases sdo provenientes do fruto do tucuma e do bacupari.

A literatura menciona, que o género Bacillus apresenta potencial para a produgédo de
poligalacturonases devido sua aplicabilidade de crescimento rapido e alta capacidade de
conversao do substrato em produto, o que pode acarretar na reducao de custos (KAVUTHODI;
SEBASTIAN, 2018). Jayani et al. (2010) relataram que a linhagem de Bacillus sphaericus
apresentou atividade maxima da poligalacturonase (6,2 U/mL). Em outro estudo, a producgéo
de poligalacturonase a partir da casca de laranja por Bacillus subtilis foi de 12,7 U/mL
(KUMAR; SUNEETHA, 2016). Bibi et al. (2016) relataram uma atividade de poligalacturonase
de 219,0 U/mL com 2,5% da casca de laranja produzida por Bacillus licheniformis. Uzuner et
al. (2015) demostraram em seus estudos uma atividade de poligalacturonase de 5,60 U/mL

produzida por B. subtilis a partir da casca de avela.

5.2 Producdo de poligalacturonases bacterianas em culturas mistas

A maioria dos estudos sdo focados em monoculturas para a producdo de
poligalacturonases. Por outro lado, culturas mistas s@o vantajosas devido ao alto rendimento de
producdo e maior estabilidade dos produtos (KUVVET et al., 2019). A produgdo de
poligalacturonase em culturas puras e mistas foram desenvolvidas utilizando as linhagens que

apresentaram maior atividade enzimatica. Os resultados para a producdo de enzima e da
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regressdo sdo apresentados na Tabela 10. A partir da analise estatistica, observou-se que
atividade de poligalacturonase das linhagens BCLB-640, BCLB-197A e a cultura mista BCLB-
197A + BCLB-640, tiveram e feito significativo sobre a atividade da pectinase, com nivel de
confianca acima de 95% (p< 0,05).

A interacéo entre as linhagens TCMK-109 + BCLB-640 ndo houve aumento da producéo.
Entre as linhagens BCLB-197B + TCMK-109, BCLB-197B + BCLB-197A, BCLB-197B + BCLB-
640 e BCLB-197A + TCMK-109 houve reducdo da producdo da enzima. Em contrapartida, a
mistura entre as linhagens BCLB-197A + BCLB-640, de acordo com o teste de Tukey
apresentaram um aumento da atividade de poligalacturonase (Tabela 10), havendo diferenca
significativa nas atividades enzimaticas.

Os cultivos de BCLB-640 (Bacillus siamensis) e BCLB-197A (B. amyloliquefaciens)
em culturas puras mostraram serem iguais entre si (5,52 U/mL e 5,13 U/mL, respectivamente).
No entanto, a cultura mista destas linhagens (BCLB-197A + BCLB-640) foi benéfica,
aumentando a atividade de poligalacturonase (11,96+4,28 U/mL). A producdo de
poligalacturonase pela cultura mista foi 2,85 vezes maior quando comparada as culturas puras
(Tabela 10). Os microrganismos sdo 0s principais produtores de enzimas, podem interagir de
forma coordenada, apresentando fendtipos com producdo de enzima através de linhagens

fortemente produtoras de poligalacturonase.

Tabela 10 - Producéo de poligalacturonases bacterianas com culturas puras e mistas
realizados em cultivos submersos.

Tratamentos Atividade de Poligalacturonase (U/mL)
Culturas Puras BCLB-197A 5.13+0,46 2

BCLB-640 5.52+0,322

TCMK-109 7.45+0,17°

BCLB-197B 9.22+0,55°
Culturas Mistas BCLB-197B + TCMK-109 0.65+0,05 ¢

BCLB-197B + BCLB-197A 0.96+0,05 ¢

BCLB-197B + BCLB-640 1.60+0,03 ¢

BCLB-197A + TCMK-109 3.34+0,42 ¢

TCMK-109 + BCLB-640 8.54+0,28 P¢

BCLB-197A + BCLB-640 14.68+1,64

*Letras diferentes em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de
Tukey.;
Fonte: Préprio Autor, 2024.



45

Fundamentalmente, a interagdo dos mecanismos diferenciais entre as linhagens com
diferentes aumentos em sua atividade de poligalacturonase € util no desenvolvimento de
abordagens adequadas para elevar a producédo de poligalacturonases bacterianas. Kuvvet et al.
(2019) determinaram uma maior atividade de poligalacturonase com 11,48 £ 0,51 U/mL para a
mistura entre B. subtilis e Bacillus pumilus em meio de bagaco de maga com uma proporcao de
2,13, observando que a produgdo de poligalacturonase aumenta relativamente quando a
proporcéao entre a mistura é aumentada.

A mistura de cultura para formar coquetéis de enzimas € vantajosa para hidrolisar a
interagdo de varios polimeros de carboidratos, como celulose e hemicelulose. Entretanto,
Bhardawal et al. (2021) evidenciaram que uma mistura de enzimas poligalacturonase e
celulases melhorou a extracdo e clarificacdo para a industria de sucos, com uma notavel
atividade enzimatica com variacdes de estabilidade e pardmetros bioquimicos como pH e
temperatura. Além do mais, sua producdo tem sido considerada importante para 0 uso
econdmico e renovavel para a geracao de produtos com valor agregado.

As proximas etapas no presente estudos foram realizadas apenas com as linhagens de B.
siamensis - BCLB-640, B. amyloliquefaciens - BCLB-197A e BCLB-197A + BCLB-640,
proveniente do fruto do bacupari, cujo apresentam ser maiores produtoras de poligalacturonase.
Descartando as linhagens do fruto do tucuma por nao apresentarem alta atividade enzimatica.

5.3 Caracterizacgdo bioquimica da poligalacturonase de culturas puras e mistas

5.3.1 Efeito da temperatura do meio reacional sobre atividade enzimatica

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados para o efeito da temperatura sobre a atividade

de poligalacturonase das linhagens de B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-

197A e culturas mista BCLB-197A + BCLB-640. Para a avaliagédo da influéncia da temperatura
sobre a atividade de poligalacturonase, a temperatura estudada variou de 20 a 80 °C.
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Figura 6. Temperatura do meio reacional sobre as atividades de poligalacturonase das
linhagens de B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A e BCLB-197A +
BCLB-640
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Fonte: Préprio Autor, 2024.

As maiores atividades de poligalacturonases foram encontradas na temperatura de 50 °C
para a linhagem BCLB-640 foi 5,66 U/mL, e para a linhagem BCLB-197A foi 4,91 U/mL e
para a cultura mista BCLB-197A + BCLB-640 foi de 6,00 U/mL, respectivamente. Observou-
se um aumento progressivo para a linhagem BCLB-640 com o aumento da temperatura de 35
°C até 50 °C, entretanto de 55 °C a 80 °C a atividade enzimatica caiu 37,94% (2,15 U/mL). Isto
se repetiu entre as demais amostras, onde para a linhagem BCLB-197A, houve um aumento da
atividade de poligalacturonase entre as temperaturas de 30 °C até 55 °C, porém de 60 °C a 80
°C a atividade enzimatica declinou 25,69% (1,26 U/mL). No entanto, para a mistura entre as
linhagens foram visto um aumento gradativo da atividade de poligalacturonase na temperatura
de 40 °C até 60 °C, contudo de 65 °C a 80 °C a atividade enzimética decresceu 28,96% (1,74
U/mL). Esses resultados também foram observados por Prajapati, Dudhagara e Patel (2021) em
que determinaram a faixa de temperatura para a atividade de poligalacturonase obtida de B.
subtilis entre 30 °C a 60 °C.
Zhang et al. (2019) determinaram a producdo de poligalacturonase alcalina para
Bacillus tequilensis a temperatura 6tima de 40 °C. Guimardes et al. (2022) avaliou as
propriedades bioquimicas da enzima e investigou sua aplicacdo na clarificacdo de sucos de
frutos através da poligalacturonase de Aspergillus japonicus, produzidas a partir da casca do

maracuja, apresentando uma temperatura 6tima a 50 °C (93%).
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5.3.2 Determinacao do pH étimo para a atividade de poligalacturonase

Na Figura 7 sdo apresentados o0s resultados para a atividade enzimética de
poligalacturonase para diferentes valores de pH do meio reacional.

A poligalacturonase de B. siamensis e B. amyloliquefaciens apresentou maior atividade
enzimética no pH 5,0 para as linhagens analisadas. A maior atividade, correspondente a 100%,
para a linhagem BCLB-640 foi de 3,36 U/mL, para a linhagem BCLB-197A foi de 4,82 U/mL,
e para a cultura mista entre as duas linhagens BCLB-197A + BCLB-640 foi de 4,67 U/mL,
mantendo uma variacao crescente de atividade de poligalacturonase para ambas as linhagens
entre os pH 4,5 e 5 ,5. Com base no pH étimo de atividade enzimdtica, a poligalacturonase
pode ser largamente agrupada em alcalina ou acida (YU; XU, 2018). O pH também consegue
configurar a funcdo da enzima, controlando a velocidade e regulando a reacdo. As enzimas
agem melhor em um determinado intervalo de pH, e, assim como a temperatura, valores
supremos de pH (&cidos ou basicos) podem causar desnaturacdo enzimatica (MAHTO et al.,
2020).

Figura 7. Efeito do pH do meio reacional sobre a atividade de poligalacturonase das linhagens
de B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A e BCLB-197A + BCLB-640
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Fonte: Préprio Autor, 2024.

Nas condicdes analisadas, observou-se que as enzimas mostraram aumento acentuado
na atividade a partir do pH 3,0 e acima do pH 5,5 houve uma diminuicdo da atividade. Jalil e
Ibrahim (2021), determinaram o pH do meio reacional para a atividade de poligalacturonase
(pH 1,5-8,5) em um isolado de Aspergillus niger, encontrando valor 6timo para a atividade em
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pH 3,5. Diferente de Mahto et al. (2022), que apresentaram a atividade de poligalacturonase em
uma linhagem de B. subtilis, a uma ampla faixa de pH &cido de 3-7, obtendo condi¢des 6timas
em pH 4-5, respectivamente. No entanto, B. subtilis apresentou oOtima atividade de
poligalacturonase em pH 5,0, ficando em uma faixa favoravel com o presente estudo
(PRAJAPATI; DUDHAGARA; PATEL, 2021).

5.3.3 Estabilidade térmica de poligalacturonase

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados para a estabilidade térmica de
poligalacturonase de B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A e da cultura
mista BCLB-197A + BCLB-640 em temperaturas que variaram entre 40 °C, 50 °C e 60 °C. A
poligalacturonase produzida a partir da linhagem BCLB-640 (Figura 8A) manteve 59,05% da
sua atividade em 40 °C até os 20 min, apresentando tempo de meia-vida ap6s 30 min (44,29%),
reduzindo apds os 160 min (29,52%). Na temperatura de 50 °C a poligalacturonase reteve
68,10% da sua atividade até os 15 min, o tempo de meia-vida foi observado aos 20 min
(57,13%), decaindo a partir dos 100 min (37,34%). Para a temperatura de 60 °C a
poligalacturonase reteve 61,89% até atingir 15 min, o tempo de meia-vida foi notado aos 20
min (50,47%), diminuindo a partir dos 60 min (39,03%).

No entanto, a poligalacturonase obtida pela linhagem BCLB-197A (Figura 8B) manteve
55,71% da sua atividade em 40 °C até os 20 min, apresentando tempo de meia-vida ap6s 30
min (56,47%), reduzindo ap6s os 120 min (29,00%). Na temperatura de 50 °C a
poligalacturonase reteve 64,70% da sua atividade até os 10 min, se mantendo estavel até os 20
min (62,73%), o tempo de meia-vida foi observado a partir dos 30 min (53,90%), caindo a partir
dos 80 min (27,44%). Ainda assim, para a temperatura de 60 °C a poligalacturonase teve
55,65% até atingir 15 min, o tempo de meia-vida foi observado aos 20 min (49,98%),
diminuindo aos 60 min (30,65%).

Além disso, a poligalacturonase obtida a partir dada cultura mista BCLB-197A +
BCLB-640 (Figura 8C) reteve 53,72% da sua atividade em temperatura de 40 °C até os 20 min,
apresentando tempo de meia-vida apés 30 min (50,00%), decaindo aos 120 min (35,05%). Na
temperatura de 50 °C a poligalacturonase reteve 68,57% da sua atividade ap6s 10 min, sendo
que o tempo de meia-vida foi observada a partir dos 15 min (57,85%), caindo logo em seguida
aos 30 min (34,27%). Na temperatura de 60 °C a poligalacturonase reteve 59,86% da sua
atividade apds 5 min e 10 min (52,62%), respectivamente. O tempo de meia-vida da enzima foi
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observada apds os 15 min (45,39%), permanecendo até os 100 min (17,09%), quando a

poligalacturonase foi totalmente desnaturada.

Figura 8. Estabilidade térmica da poligalacturonase produzida a partir das linhagens de B.
siamensis BCLB-640 (A), B. amyloliquefaciens BCLB-197A (B) e BCLB-197A + BCLB-640
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De acordo com Khan et al. (2018), a estabilidade térmica da enzima produzida por
Bacillus paralicheniformis foi notavel até 60 °C apds incubacdo por 1 h. A temperatura ideal
mais alta garante maior solubilidade da pectina e, portanto, uma hidrélise mais eficaz. Em
acordo com Evangelista et al. (2018) que obtiveram estabilidade térmica a temperatura étima
de 60 °C, onde a atividade enzimética diminuiu pela metade (52,80%) ap6s 6 h; diminuiu para
21,30% apos 9 h e inativacdo completa foi observada ap6s 18 h para poligalacturonase. Um
estudo de Rocha et al. (2020) revelaram que A. niger exibe atividade de poligalacturonase no
decorrer de 2 horas a 30 °C e 40 °C. Os resultados apresentados se baseiam com Pili et al.
(2015), que analisaram a estabilidade de poligalacturonase em variadas temperaturas em um
periodo de 15 dias, demostrando que a enzima poligalacturonase conservou sua atividade acima
de 80% por mais de 10 horas a 30 °C e 40 °C. Maciel et al. (2014) alegaram que a temperatura
ideal para a enzima poligalacturonase foi de 40 °C. Visto que o presente resultado levou um
menor tempo para manter a estabilidade da enzima.

5.3.4 Estabilidade frente ao pH

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados para a estabilidade frente ao pH da
poligalacturonase produzida por B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A e
da cultura mista BCLB-197A + BCLB-640. As enzimas foram avaliadas de acordo com suas
atividades de hidrdlise, para uma faixa de pH entre 3,0 e 8,0 apds incubacgéo por 24 horas a 10
°C.
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Figura 9. Estabilidade frente ao pH da poligalacturonase produzida a partir das linhagens de
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A estabilidade em uma ampla faixa de pH e por periodos prolongados em altas
temperaturas sdo propriedades importantes para aplicacGes biotecnoldgicas. Portanto, a
estabilidade em diferentes pH foi semelhante para as poligalacturonases produzidas pelas
linhagens B. siamensis BCLB-640 e B. amyloliquefaciens BCLB-197A. A atividade de
poligalacturonase para a linhagem BCLB-640 manteve sua maior estabilidade em pH 5,0
(100,00%) apds 24 h de incubacdo; em pH 5,5 a enzima reteve 85,97%, decaindo a 33,62% em
pH 8,0, havendo a reducdo da atividade enzimatica (Figura 9A). Desta forma, a enzima reteve
aproximadamente 91,00% da sua atividade ap0s 24 horas de incuba¢do, mostrando que embora
a atividade inicial tenha reduzido, a enzima se manteve estavel nas condigdes experimentais
estabelecidas. Em pH 3,0 a atividade de poligalacturonase foi observada a 16,78% comparada
a atividade inicial, correspondendo a uma estabilidade de 34,50% de atividade.

Para a linhagem BCLB-197A, a atividade inicial de poligalacturonase em pH 3,0 foi de
27,70%, mantendo seu maior pico no pH 5,0 (100,00%), reduzindo até o pH 8,0 (29,73%).
Ap6s 24h de incubacéo, observou-se que a enzima manteve sua atividade acima de 60,00% em
todas as condicbes (Figura 9B). Portando, em pH alcalino as estabilidades da enzima se
mantiveram acima de 90,00% entre os pH 5,5 e 7,5.

A enzima produzida em cultivos mistos de BCLB-197A + BCLB-640 apresentou maior
estabilidade em pH 4,5 (100,00%) (Figura 9C). A cultura mista apresentou uma maior
estabilidade em pH nos valores mais extremos de pH, comparando com as culturas pura, sendo
observada estabilidade acima de 90,00% na faixa de pH analisada.

Evangelista et al. (2018) avaliaram a estabilidade da enzima exo-poligalacturonase de B.
licheniformis, medindo a atividade enzimatica residual ap6s incubacdo em diferentes pH a 60
°C por 30 min. Os autores observaram em seus resultados que a atividade reduziu abaixo de
20,00% apos a exposicdo nos pH entre 2 e 4 e para 84,60% em pH 5. Entre os pH 6 € 10 a
enzima manteve a atividade original sem perda significativa, revelando que exo-
poligalacturonase de B. licheniformise é altamente estavel na faixa de pH 5 a 10.

Sheladiya et al. (2022) analisaram a estabilidade de pectato liase produzida por quatro
microrganismos em diversos valores de pH. B. subtilis obteve maior estabilidade em pH 9,0,
mantendo sua atividade de 98,25% e 99,12% em pH 7,0 e pH 8,0, respectivamente, enquanto,
as enzimas produzidas por B. licheniformis, Paenibacillus lactis e Bacillus sonorensis

apresentaram estabilidade em 61,04% em pH 10,0

5.3.5 Efeito dos ions metalicos na atividade da poligalacturonase
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Na Figura 10 s&o apresentados os resultados do efeito dos ions metalicos na atividade
de poligalacturonase produzida por B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A
e da cultura mista BCLB-197A + BCLB-640. O efeito dos ions metalicos na atividade da
enzima foi determinado na presenca de 5 mM para calcio, magnésio, manganés, sodio, cobre,
zinco e ferro, na mistura de reacdo, enquanto a poligalacturonase sem qualquer adigdo de ions
metélicos foi usada como controle. A atividade residual de todas as amostras foi determinada e

comparada com o controle.

Figura 10. Efeito dos ions metalicos na atividade de poligalacturonase produzida por B.
siamensis - BCLB-640 (A), B. amyloliquefaciens - BCLB-197A (B) e BCLB-197A + BCLB-

640 (C), respectivamente
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Os resultados demonstram que os ions metalicos ndo apresentam efeito de ativacdo
sobre a atividade da enzima; entretanto, a presenga dos ions no meio reacional pode apresentar
um efeito inibidor da atividade enzimatica. A atividade de poligalacturonase foi encontrada
tanto para célcio (2,54 U/mL) quanto para sodio (2,32 U/mL), exibindo 8,66% da atividade de
poligalacturonase para calcio e sddio, respectivamente. Embora, a diferenca da atividade de
poligalacturonase entre magnésio e manganés seja apenas de 0,45%. Os efeitos prejudiciais da
atividade de poligalacturonase foram encontrados na presenca de zinco (1,00 U/mL) e ferro
(1,08 U/mL). A reducdo da atividade de poligalacturonase entre zinco e ferro foi de 8,00%.
Verificou-se que a enzima requer ions metalicos divalentes para manter sua estrutura ativa para
mostrar sua respectiva atividade. Diante disso, o célcio e o sodio reduziram a atividade de
poligalacturonase em relagdo com a amostra controle (Figura 10A).

A atividade de poligalacturonase ndo foi afetada em relacdo aos efeitos dos ions
metalicos entre calcio (2,77 U/mL), magnésio (2,56 U/mL) e manganés (2,36 U/mL),
entretanto, mantiveram inferior de acordo com a amostra controle. Contudo, a enzima foi
parcialmente reduzida na presenca dos ions, sodio, cobre, zinco e ferro. A atividade da enzima
aumentou 7,58% da sua atividade inicial na presenca de calcio e magnésio, respectivamente. O
resultado mostrou que uma atividade de poligalacturonase étima de 2,77 U/mL com adi¢do
calcio, além do mais, serviu como controle e outros ions metalicos como magnésio e manganés
que do mesmo modo mostraram produgdes de maneira razoavel (Figura 10B).

Na Figura 10C, os ions sadio, cobre, zinco e ferro apresentaram forte efeito inibidor,
com reducdo de aproximadamente 50% na atividade de poligalacturonase. Por outro lado, a

adicdo de manganés ao meio reacional pode promover atividade de poligalacturonase em
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relagdo a amostra controle, apresentando uma atividade diferente quando reagiu com substrato
diferente.

Amid et al. (2014) relataram que a atividade da poligalacturonase termoalcalina
de Hylocereus polyrhizus ndo foi afetada na presenca de manganés, cobalto, cobre e zinco. Por
outro lado, a enzima foi completamente inibida na presenca de ferro, e 24% de sua atividade
inicial foi retida na presenca de niquel e aluminio. Ainda neste estudo, a atividade da enzima
foi aumentada 112% da atividade inicial na presenca de calcio e magnesio. Mahto et al. (2022),
verificaram uma melhora na atividade de poligalacturonase para calcio e magnésio, com um
aumento de 12,21% e 10,95%. Porém, uma inibicdo da atividade de poligalacturonase foi
encontrada na presenca de cobre e zinco, verificando uma reducdo das atividades de
poligalacturonase de 5,49% e 6,98%.

Mohandas et al. (2018) revelaram que o sulfato de magnésio aumentou a atividade de
poligalacturonase de Bacillus sonorensis, em contrapartida, a atividade diminuiu
progressivamente com o aumento da concentracdo de sulfato de magnésio. Segundo Oumer e
Abate (2017), a maior atividade de poligalacturonase produzida por B. substilis Btk27 foi
observada na presenca de magnésio e calcio. Além disso, foi relatado que houve uma reducéo
significativa na atividade da poligalacturonase na presenca de cloreto de sodio.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os citados na literatura com
relacdo aos ions calcio e magnésio, uma vez que esses ions sdo essenciais para que aconteca a
hidrolise da pectina. Isso pode ser demonstrado pela presenca de blocos de grupos de carboxila
na pectina, que tém a capacidade de reter as moléculas da enzima e, portanto, impedir que a
reacdo enzimatica prossiga (KOSHY; SALAMUN, 2019).

5.4 Analise de Carotenoides

As linhagens B. siamensis BCLB-640, B. amyloliquefaciens BCLB-197A e a cultura

mista BCLB-197A + BCLB-640, apresentaram producdo de poligalacturonase foram testados

quanto a sua capacidade de extracdo de carotenoides em tomate (Tabela 11).
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Tabela 11 - Extracdo de carotenoides assistida por poligalacturonases produzidas por culturas
puras de B. siamensis BCLB-640 e B. amyloliquefaciens BCLB-197A e cultura mista de
BCLB-197A + BCLB-640.

Tratamentos Atividade de Poligalacturonase (U/mL)
BCLB-640 0,87+0,052
BCLB-197A 1,01+0,0323P
BCLB-197A + BCLB-640 1,07+0,09 °

*Letras diferentes em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de
Tukey.;
Fonte: Préprio Autor, 2024.

A extracdo de carotenoides pelas poligalacturonases produzidas pelas linhagens em
estudo ndo diferiram estatisticamente entre as amostras (p > 0,05). Os maiores rendimentos
foram observados nas culturas de BCLB-197A e de BCLB-197A + BCLB-640. A analise foi
realizada em uma temperatura de 30 °C, a presente temperatura estd entre a faixa de
temperaturas dispostas nas extracfes de pigmentos, que normalmente € realizada entre 30 a 45
°C. Existem condicdes ideais de processo que melhoram a recuperacao de carotenoides, ou seja;
temperatura e pH. Além disso, altas temperaturas podem prejudicar o rendimento devido a
desnaturacdo enzimatica (NAM et al., 2016).

Lombardelli et al. (2020), em seu estudo de extracdo personalizada e sinergética
assistida por enzimas contendo carotenoides em tomates, alcangaram um aumentou
gradativamente a medida que o tempo de processo foi prolongado, até atingindo valores que
variaram de 1,16 + 0,05 a 4,30 £ 0,08, a temperatura identificada foi entre 45-55 °C, contudo,

ndo foram encontradas em seus estudos diferencas estatisticas entre as amostras.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do fruto do bacupari, foi possivel analisar a presenca de atividade de
poligalacturonase nas linhagens isoladas desse fruto amazonico. O fruto do tucuma apresentou
parcialmente uma atividade enzimética para a linhagem TCMK-109. Porém para a realizacéo
da producdo de poligalacturonase em culturas puras e mistas a linhagem TCMK-109
proveniente do fruto do tucuma ndo apresentou aumento de producdo eficaz. Desta forma,
foram selecionadas duas linhagens que apresentaram potencial para a producdo de

poligalacturonase em culturas mistas.
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As linhagens selecionadas foram a BCLB-640 (B. siamensis) e BCLB-197A
(B.amyloliquefaciens) oram consideradas as mais promissoras para a producdo enzimatica,
entretanto, a misturas entre as duas linhagens (BCLB-197A + BCLB-640) apresentou alta
potencialidade, aumentando a atividade de poligalacturonase (11,96+4,28 U/mL).

A caracterizacdo em temperatura e pH da enzima produzida mostraram que a
temperatura de 50 °C e pH 5,0 permitiram a obtencdo de maiores atividades poligalacturonases
produzidas a partir culturas puras e mistas.

Para o efeito dos ions metalicos na atividade de poligalacturonase, as linhagens BCLB-
640, BCLB-197A e a cultura mista (BCLB-197A + BCLB-640), ndo apresentaram efeitos
positivos quando comparado com as amostras controle.

As enzimas produzidas nos cultivos apresentam potencial para aplicacGes na extracdo
de carotenoides, devendo ser melhores exploradas as condi¢cGes de uso em outras matérias

primas ricas em carotenoides na regido do cerrado de Amazonia.
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