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“Sonhos determinam o que você quer. 

Ação determina o que você conquista.” 

 

ALDO NOVAK 



RESUMO 

 

Ainda hoje existem poucos estudos analisando a biodiversidade microbiana da Amazônia. Os 

frutos amazônicos podem apresentar-se como habitats primários e fonte de energia no ciclo de 

vida de muitos fungos, e estes microrganismos são reconhecidamente potenciais fontes de 

enzimas hidrolíticas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a microbiota 

fúngica autóctone, bem como isolar e selecionar fungos filamentosos e leveduras do fruto 

amazônico bacupari (Garcinia gardneriana) em fermentação espontânea, de acordo com seu 

potencial de produção das enzimas pectinase, invertase e lipase. Os frutos de bacupari 

integrais (casca, polpa e semente) foram macerados em sacos plásticos esterilizados e 

deixados para fermentar durante 15 dias a 30 ºC. Amostras para o acompanhamento das 

alterações físico-químicas e as análises microbiológicas foram coletadas nos dias 0, 3, 6, 9, 12 

e 15 de fermentação. A acidez titulável do fruto in natura era de 1,24 (g/100g ácido cítrico), 

durante a fermentação a acidez titulável diminuiu, de 1,3 no tempo 3 para 0,5 g de ácido 

lático/100 g do fruto no tempo 15, o pH oscilou ligeiramente, atingindo 6,61 no dia 15, 

próximo ao encontrado no início da fermentação.  A umidade, os teores de fibra bruta e de 

cinzas, apresentaram ligeira redução, enquanto os lipídeos e proteínas aumentaram durante o 

processo fermentativo do fruto. Os açúcares redutores totais foram parcialmente consumidos 

(72,7% ou 1,7g/100g), o que era esperado devido ao seu consumo pelos microrganismos. Na 

identificação da comunidade fúngica obteve-se um total de 59.988 de sequências e 19 

espécies fúngicas diferentes, sendo o tempo 6 com a maior abundância. A população de 

fungos variou de 5,30x10
5
 UFC/g a 8,41x10

5
 UFC/g, durante a fermentação espontânea do 

bacupari, sendo 106 leveduras e 22 fungos filamentosos isolados. As colônias de leveduras 

apresentaram-se majoritariamente circulares, brancas, com margens inteiras, opacas e planas. 

As células leveduriformes eram predominantemente ovoidais. Os fungos filamentosos 

apresentaram-se comumente de forma hifosa, margem filamentosa, cor roxa, sem elevação. 

Na seleção de linhagens em placas, 106 isolados (100%) produziram invertase, 23 isolados 

(21,69%) secretaram lipase e nenhum produziu pectinase. Em avaliação quantitativa 4 fungos 

filamentosos demonstraram potencial de produção das enzimas hidrolíticas, sendo o BCF 5.5, 

o melhor produtor de invertase (1,0 U/mL) e o BCF 23.2, se destacou na produção de lipase 

(0,05 U/mL). Dentre as leveduras, os isolados BCL 5.1 e BCL 18.3 produziram 0,8 U/mL de 

invertase e a BCL 29.4 produziu 0,07 U/mL de lipases.  

 

 

Palavras-chave: Bacupari; Fungos; Microrganismos; Isolados; Enzimas



 
 

ABSTRACT 
 

Even today there are few studies analyzing the microbial biodiversity of the Amazon. 

Amazonian fruits can be the primary habitat and source of energy in the life cycle of many 

fungi, and these microorganisms are recognized as potential sources of hydrolytic enzymes. In 

this sense, the objective of this work was to characterize the autochthonous fungal microbiota, 

as well as to isolate and select filamentous fungi and yeasts from the Amazonian bacupari 

fruit (Garcinia gardneriana) in spontaneous fermentation, according to their potential for the 

production of pectinase, invertase and lipase enzymes. Whole bacupari fruits (peel, pulp and 

seed) were macerated in sterilized plastic bags and left to ferment for 15 days at 30 ºC. 

Samples for monitoring the physicochemical changes and microbiological analyzes were 

collected on days 0, 3, 6, 9, 12 and 15 of fermentation. The titratable acidity of the fresh fruit 

was 1.24 (g/100g citric acid), during fermentation the titratable acidity decreased from 1.3 at 

time 3 to 0.5 g lactic acid/100 g fruit at time 15, the pH fluctuated slightly, reaching 6.61 on 

day 15, close to that found at the beginning of fermentation. Moisture, crude fiber and ash 

contents showed a slight reduction, while lipids and proteins increased during the 

fermentation process of the fruit. Total reducing sugars were partially consumed (72.7% or 

1.7g/100g), which was expected due to their consumption by microorganisms. In the 

identification of the fungal community, a total of 59,988 sequences and 19 different fungal 

species were obtained, being time 6 with the highest abundance. The fungal population ranged 

from 5.30x105 CFU/g to 8.41x105 CFU/g, during the spontaneous fermentation of bacupari, 

with 106 yeasts and 22 filamentous fungi isolated. The yeast colonies were mostly circular, 

white, with entire, opaque and flat margins. Yeast cells were predominantly ovoid. The 

filamentous fungi were commonly presented as hyphae, filamentous margin, purple in color, 

without elevation. In the selection of strains on plates, 106 isolates (100%) produced 

invertase, 23 isolates (21.69%) secreted lipase and none produced pectinase. In a quantitative 

evaluation, 4 filamentous fungi showed potential for the production of hydrolytic enzymes, 

with BCF 5.5, the best producer of invertase (1.0 U/mL) and BCF 23.2, standing out in the 

production of lipase (0.05 U/mL). Among yeasts, isolates BCL 5.1 and BCL 18.3 produced 

0.8 U/mL of invertase and BCL 29.4 produced 0.07 U/mL of lipases. 
 

 

Keywords: Bacupari; Fungi; Microorganisms; Isolates; Enzymes 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Floresta Amazônica é a maior floresta tropical do mundo, possui uma área que 

cobre 4,1 milhões de quilômetros quadrados. Apesar da diversidade estudada em plantas, 

existem poucos estudos analisando a biodiversidade microbiana da Amazônia. No Brasil a 

biodiversidade amazônica é um dos recursos mais valiosos para região, para o país e o mundo, 

e demonstra um grande potencial para o desenvolvimento de novas tecnologias e bioprodutos. 

No entanto, é necessário o uso sustentável desta biodiversidade, pois esse patrimônio é uma 

reserva de valor pelos seus possíveis usos, além dos benefícios econômicos e sociais que pode 

trazer. Alguns exemplos da demanda por biodiversidade e bioprodutos estão nas indústrias 

fitoterápica e farmacêutica, de cosméticos, de enzimas, além da indústria de alimentos e 

bebidas (FONSECA et al., 2018; COSTA E ALVES, 2018; ZIMMER et al., 2020). 

Garcinia gardneriana é popularmente conhecida como “bacupari”, “bacopari”, 

“bacopari-miúdo” ou “mangostão-amarelo”. O fruto é amarelo, contendo uma substância 

branca, mucilaginosa, doce e comestível. Os frutos do bacupari são importantes na 

alimentação de populações locais, que os consomem in natura e na forma de sucos.  Por outro 

lado, esta espécie apresenta variada composição química com atividades biológicas distintas, 

e vem ganhando bastante destaque devido ao seu potencial medicinal. Investigações 

farmacológicas mostraram atividades antianafilática, antimicrobiana, antiparasitária e 

antioxidante. O bacupari tem sido usado na medicina tradicional brasileira para tratamento de 

tumores, inflamação do trato urinário, artrite e alivio da dor (GUIMARÃES et al., 2004; 

PEIXOTO et al., 2005; PESCE, 2011; SANTA-CECÍLIA et al., 2013; CORRÊA et al., 

2010).  

Os frutos servem como habitats de muitos microrganismos que colonizam a superfície 

(epifíticos) ou que vivem dentro de seus tecidos (endofíticos), estando intimamente 

associados ao desenvolvimento, preservação pós-colheita e controle de qualidade destes 

frutos. Os frutos amazônicos representam um habitat primário e fonte de energia no ciclo de 

vida de muitos fungos, alguns dos quais são específicos do hospedeiro e cuja sobrevivência 

depende da presença no hospedeiro (ABDELFATTAH et al., 2016; SHEN et al., 2018).  

A produção enzimática por fungos endofíticos é variável, estando relacionada à  

especificidade entre o fruto hospedeiro e o fungo. Nos fungos endofíticos estão envolvidas 

enzimas hidrolíticas como pectinases e  lipases, para facilitar a entrada dos endófitos no tecido 

vegetal por aberturas naturais. Essas enzimas funcionam também como um mecanismo de 

resistência para superar as defesas do hospedeiro contra invasão microbiana e/ou para obter 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719327913#bb0025
https://link.springer.com/article/10.1007/s10531-019-01867-9#ref-CR27
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nutrientes do hospedeiro (TAN E ZOU, 2001; POLIZELI, et al., 1991). 

As enzimas aceleram a velocidade de reações bioquímicas,  sendo catalisadoras.  Não 

são consumidas durante todo o processo bioquímico e assim geram benefícios, não apenas em 

processos naturais, mas também para a biotecnologia industrial, como exemplos a invertase, 

lipase e pectinase. A invertase é uma enzima comercialmente importante usada para a 

hidrólise da sacarose, é amplamente utilizada nas indústrias de alimentos e bebidas, assim 

como nas indústrias cosmética e farmacêutica. As lipases são enzimas que catalisam a 

hidrólise da ligação éster de substratos lipídicos formando ácidos graxos e glicerol. Bem 

como, as lipases podem catalisar reações em meio não aquoso como: esterificação, 

interesterificação e transesterificação. As pectinases podem ser aplicadas nas indústrias de 

alimentos e bebidas em vários processos como clarificação de suco, produção de vinho e 

extração de óleo vegetal (MOREIRA, 2020; SINGH, KUMAR, 2018; MURUGAN et al., 

2020). 

O estudo do processo fermentativo espontâneo de frutos é um método que possibilita a 

seleção e identificação de novas linhagens da biodiversidade brasileira, e consequentemente, 

permite explorar de forma biotecnológica o potencial desses microrganismos para a produção 

de enzimas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a microbiota 

fúngica, bem como isolar e selecionar fungos filamentosos e leveduras selvagens do bacupari 

em fermentação espontânea, de acordo com seu potencial de produção lipase, pectinase e 

invertase. 
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2. OBJETIVOS 

 

        2.1. Objetivo geral 

 

Conhecer a comunidade fúngica autóctone do fruto amazônico bacupari (Garcinia 

gardneriana) em fermentação espontânea, bem como isolar e selecionar fungos filamentosos 

e leveduras selvagens, de acordo com seu potencial de produção de enzimas hidrolíticas: 

lipase, pectinase e invertase. 

 

         2.2. Objetivos específicos 

 

 Realizar o processo de fermentação espontânea do bacupari; 

 Determinar alterações físico-químicas durante a fermentação espontânea do fruto 

bacupari: Acidez titulável total, pH, Umidade, Fibra bruta, Teor de cinzas, Lipídeos, 

Proteína e Açúcares redutores totais do fruto em fermentação espontânea;  

 Determinar carboidratos (glicose e frutose) e etanol através de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (HPLC);  

 Caracterizar a comunidade fúngica presente no fruto durante a fermentação 

espontânea pela análise genômica; 

 Isolar os fungos filamentosos e as leveduras endofíticos durante o processo 

fermentativo do bacupari;  

  Realizar a seleção das linhagens mais promissoras quanto à produção das enzimas 

pectinase, lipase e invertase; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

            3.1 Biodiversidade Amazônica 

 

 

A Amazônia brasileira abriga um terço das florestas tropicais do mundo. Essas 

florestas representam uma fonte extraordinária de recursos para a população brasileira e um 

bem incalculável para a população mundial, com árvores e rios, elas abrigam uma  das  

maiores  biodiversidades  do  planeta, fazendo deste bioma um grande prestador de serviços 

ecossistêmicos (COSTA E ALVES, 2018 ; AZEVEDO-SANTOS et al., 2017; VILLÉN-

PÉREZ et al., 2017; CASTRO E SANTOS, 2016)  

O bioma Amazônia ocupa cerca de 49,29% do território brasileiro, abrangendo os 

estados do Pará, Amazonas, Amapá, Acre, Rondônia, Tocantins, Roraima, Mato Grosso e 

Maranhão, considerado assim, o   maior   bioma   do   Brasil.   Dentro   desse   bioma   

podemos   destacar   vários ecossistemas como:  florestas densas e  terra  firme,  florestas  de  

igapó,  várzea,  savana, refúgios montanhosos e formações pioneiras (SOUZA;  LIMA, 2019).  

A biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte de substâncias biologicamente 

ativas e sua preservação é fundamental tanto pelo valor intrínseco dessa imensa riqueza 

biológica quanto pelo seu enorme potencial como fonte de novos produtos, a exemplo dos 

fármacos, alimentos, cosméticos, entre outros. O estudo da biodiversidade da vegetação 

amazônica tem despertado interesse dos pesquisadores, visando o manejo adequado e o 

melhor aproveitamento das espécies frutíferas na alimentação humana. Além disso, existe o 

interesse dos pesquisadores na identificação de novas fontes de matéria-prima de baixo custo, 

com disponibilidade de óleo e proteína e com elevado potencial industrial (DINIZ e DINIZ, 

2018; SINGH, 2015). 

O Brasil é um dos grandes produtores mundiais de frutas, nesse contexto, a região 

Amazônica destaca-se pela quantidade de frutas exóticas consideradas ricas em substâncias 

bioativas, como os fenólicos e os flavonoides, que estão sendo associados a benefícios para a 

saúde. A caracterização de tais  produtos,  tanto  o  fruto como o resíduo, tornam-se 

importante para a constatação da presença de compostos bioativos, além de gerar benefícios 

socioeconômicos para a população amazônica, através da geração  de  renda  pelo  aumento 

no  consumo  do  produto  como  um  todo,  e  na  saúde,  pelo potencial nutracêutico 

(HASSIMOTTO et al., 2005; KUSKOSKI et al., 2005; ROESLER et al., 2006; SILVA et al., 

2007; PAZ et al., 2015, RABELO, 2012; BARRETO et al., 2009). 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s10531-019-01867-9#ref-CR27
https://link.springer.com/article/10.1007/s10531-019-01867-9#ref-CR82
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            3.2 Bacupari 

 

 

O bacupari é uma frutífera pertencente à família Clusiaceae. O fruto é muito apreciado 

pela maioria da população da Amazônica e consumido em seu estado natural, é carnudo e 

contém até quatro sementes envolvidas por uma polpa branca, mucilaginosa e às vezes 

bastante ácida. O período de floração ocorre entre junho e novembro, e frutifica entre os 

meses de dezembro a abril do ano subsequente. É usado na medicina popular para o 

tratamento de doenças como feridas, úlceras pépticas e tumores (OLIVEIRA; ANDRADE; 

MARTINS, 2006; LORENZI 2008). 

A descrição botânica da planta é: árvore com 5 m a 10 m de altura, tronco com casca 

rugosa; folhas simples, pecioladas, opostas, bordos inteiros, com 6 cm a 15 cm de 

comprimento; flores esbranquiçadas, pequenas, reunidas em conjunto na axila das folhas, 

flores masculinas e femininas em números semelhantes no mesmo conjunto; frutos com casca 

macia, amarelo-alaranjada, polpa suculenta e doce; sementes grandes e de cor castanha 

(Figura 1) (FERNANDEZ et al., 2021; CAMILLO, 2016). 

 

Figura 1: Bacupari (Garcinia gardneriana) 

 
(a) Bacuparizeiro (b) Frutos maduros. Fonte: ALVES, 2021. 

 

O gênero Garcinia demonstrou por estudos fitoquímicos possuir uma grande 

diversidade de compostos bioativos, como benzofenonas, xantonas e flavonoides, como 7-

Epiclusianona e moreloflavona que mostram ser eficazes contra doenças como úlcera péptica, 

infecções do trato urinário e tumores. Na folha e no fruto de bacupari encontram-se 

flavonoides com ação anti-inflamatória e a resina é utilizada para o tratamento de feridas, 

(a) (b) 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408398.2021.1935702
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/bioactive-compound
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inflamação, neuralgia, reumatismo e úlcera gástrica, podendo ressaltar ainda que esta espécie 

vem garantindo seu espaço no âmbito científico, o que poderá ser reconhecida como 

importante anti-inflamatório (MOREIRA et al., 2017; MARTINS et al., 2008; ROCHA, 

2015). 

 

 

           3.3 Os fungos 

 

 

Assim como possui uma grande diversidade vegetal, a Floresta Amazônica traz 

consigo uma vasta diversidade microbiana, dentre os microrganismos presentes nos tecidos 

vegetais, destacam-se os fungos endofíticos e epifíticos. Os microrganismos endofíticos são 

caracterizados pela capacidade de habitar o interior das plantas colonizando os tecidos sadios. 

Isto pode ocorrer apenas durante uma parte de seu ciclo de vida, como em sua totalidade. O 

que diferencia os endófitos dos demais seres é a sua capacidade de colonizar as plantas sem 

lhes causar danos. Já os microrganismos epifíticos são definidos como seres de “vida livre” 

que habitam a superfície do vegetal, excluindo-se os patogênicos (fitopatógenos), colonizando 

a superfície da raiz (rizoplano), a superfície do caule (cauliplano) e a superfície da folha 

(filoplano) (SOUZA et al., 2004; THAPA et al., 2017). 

O Reino Fungi, composto por leveduras, organismos predominantemente unicelulares, 

e por fungos filamentosos (cogumelos e bolores), organismos multicelulares, eucariotos com 

histórias de vida notavelmente diversas, que fazem contribuições essenciais para a biosfera, 

indústria humana, medicina e pesquisa. Eles existem amplamente em diferentes ambientes, 

como solo, resíduos biológicos e plantas. Alguns deles têm sido utilizados por humanos há 

mais de mil anos (TAKAHASHI, 2017; STAJICH, 2009). 

Os fungos são microrganismos de grande interesse biotecnológico, sendo utilizados na 

produção de alimentos, como os produtos fermentados e bebidas alcoólicas, contribuem na 

indústria farmacêutica, estão presentes no processo de biodegradação e tratamento biológico 

de efluentes, são aplicados na produção de enzimas de interesse industrial e na 

biotransformação. Eles também são de grande importância agrícola e ecológica, pois mantém 

o equilíbrio do ambiente, decompondo restos vegetais, degradando substâncias tóxicas, 

auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, como microrganismos 

fitopatogênicos (HUANG, 2007; ABREU, 2015). 

 

 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996918306100#bb0080
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           3.3.1 Fungos Filamentosos 

 

 

 

Fungos filamentosos têm sido utilizados para a produção de medicamentos e 

alimentos, processos fermentativos e degradação natural de resíduos ambientais há tempos. 

Os processos químicos associados a estes usos são bem conhecidos e a importância industrial 

e ecológica dos fungos é inegável. Também são utilizados nos processos de biorremediação e 

biocontrole, na fertilização do solo e na produção de enzimas de interesse comercial. Algumas 

das enzimas produzidas pelos fungos são as pectinases, proteases, lipases e amilases 

(TAKAHASHI, 2017; ELIZEI et al., 2014; WARD, 2011).  

Os fungos filamentosos formam massas visíveis a olho nu chamadas de micélio, 

compostas de longos filamentos chamados de hifas que se ramificam e se entrelaçam. Dentre 

os fungos filamentosos, encontram-se também os cogumelos, que possuem corpos de 

frutificação. Seu modo de crescimento filamentoso permite a colonização eficaz de substratos 

e fornece uma grande proporção entre a superfície e o volume, facilitando a absorção de 

nutrientes (TAKAHASHI, 2017; LIAUD et al., 2014). 

A identificação dos fungos filamentosos é realizada principalmente por taxonomia 

clássica e por biologia molecular. No caso da taxonomia clássica, utilizam-se características 

morfológicas macroscópicas, superfície e o reverso da colônia, aspecto da borda, diâmetro, 

cor dos conídios e micélio, textura e pigmentos solúveis, velocidade de crescimento e 

microscópicas, que são a forma e cor da hifa, presença ou não de septos, tipo e arranjo de 

esporos. A identificação por biologia molecular é uma forma mais moderna que consiste das 

seguintes etapas: i) extração do DNA, a partir do rompimento da parede celular e de 

membranas; remoção de impurezas e obtenção do DNA nuclear; ii) utilização da técnica de 

PCR, para amplificação da sequência de DNA. As sequências da região ITS são as mais 

utilizadas para a identificação dos fungos, sendo consideradas o segmento universal para este 

grupo; iii) visualização do segmento de DNA que foi amplificado usando eletroforese; iv) 

purificação do segmento de DNA, para eliminação dos reagentes utilizados na PCR; v) 

sequenciamento, que identifica a ordem dos nucleotídeos adenina, citosina, guanina e timina 

em um fragmento de DNA; vi) análises em programas computacionais, para encontrar 

similaridades entre as sequencias dos organismos alvos com sequências depositadas em um 

banco de dados (KURTZMAN et al., 2011; ABRÃO et al., 2014; SILVA-HUGHES et al., 

2015). 
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             3.3.2 Leveduras 

 

 

 

As leveduras são importantes na produção de diversos tipos de bebidas alcoólicas e 

pães. Embora as leveduras sejam fungos unicelulares não visíveis ao olho humano, sua 

descoberta se deu de uma forma indireta, através de uma ação borbulhante na fermentação de 

líquidos e o crescimento de massa fermentada no pão (KATZ, 2012). Existe uma grande 

diversidade de células de levedura, podendo ser esféricas, ovais ou cilíndricas, apresentam 

também diferentes tamanhos, formas e cores. A identificação taxonômica de leveduras é 

realizada avaliando-se características morfológicas, fisiológicas e moleculares. Mais de 149 

gêneros e 1500 espécies de levedura estão descritos na literatura. A classificação diz respeito 

ao agrupamento de organismos em táxons baseada nas similaridades ou relações ancestrais 

comuns, enquanto a identificação incorpora a ideia de comparar organismos desconhecidos a 

espécies classificadas baseada em características similares. O tamanho das células das 

leveduras é influenciado por sua espécie e condição de crescimento. Esses fungos 

microscópicos têm geralmente cerca de 3-4 μm de tamanho, têm uma membrana nuclear e 

paredes celulares (KURTZMAN et al., 2011; TAKAHASHI, 2017). 

A observação de características morfológicas é parte de um conjunto de métodos, 

através dos quais se pode identificar uma espécie. As colônias de leveduras podem apresentar 

aparência cremosa ou seca, rugosa ou lisa, bordas regulares ou irregulares com coloração 

creme, branca, salmão, amarela, vermelha entre outras (SOUZA, 2021; LACAZ et al., 2002). 

Fisiologicamente, as leveduras são caracterizadas como heterotróficas, as quais 

dependem de matéria orgânica viva e morta como fontes de energia e nutrientes. As leveduras 

são consideradas anaeróbios facultativos, o que significa que podem sobreviver e crescer na 

presença ou ausência de oxigênio. A identificação taxonômica de leveduras é realizada 

avaliando-se características fisiológicas, utilizando como critérios, por exemplo, a assimilação 

de fontes de carbono e nitrogênio e resistência/sensibilidade a agentes antifúngicos (PHAFF 

E STARMER, 1987; BENNETT, 1998; STONE, 2006; KURTZMAN et al., 2011). 

Espécies novas de leveduras ainda não estudadas e/ou descritas podem ser isoladas na 

natureza, com chances de ser encontradas cepas com grande potencial biotecnológico. O 

pouco conhecimento relativo a esses microrganismos encontrados em determinados ambientes 

justifica a importância de estudos que venham contribuir para ampliação de informações 

acerca de leveduras (KURTZMAN et al., 2011).  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nuclear-pore
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/heterotrophs
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anaerobes
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840117308398#bib0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840117308398#bib0780
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            3.4 Enzimas: Invertase, Lipase e Pectinase 

 

 

As enzimas são proteínas encontradas em células vivas, que agem como um 

biocatalisador, facilitando as reações metabólicas em um organismo. As enzimas são 

catalisadoras naturais, notavelmente eficazes, responsáveis por milhares de reações químicas 

coordenadas, envolvidas nos processos biológicos dos sistemas vivos e podem agir in vitro. 

Essas moléculas são capazes de aumentar a velocidade de reação e não serem consumidas 

durante o processo de conversão do substrato em produtos. Para tanto, para que o 

aproveitamento das reações enzimáticas ocorra eficientemente, é necessário considerar alguns 

aspectos importantes como o pH do meio reacional, a temperatura da reação, a concentração 

do substrato e a presença de inibidores. Tais condições atuam diretamente na velocidade da 

reação e na formação do complexo enzima-substrato. As enzimas são obtidas a partir de 

diferentes fontes vegetais, animais e microbianas. No entanto, a obtenção e enzimas de 

origem microbiana é preferível devido à possibilidade de produção por processos 

fermentativos em grande escala com regularidade e requerimentos nutricionais bastante 

simples (BORRISS, 1987; KAUSHIK, 2014; LEITE et al., 2020; BON, 2008).  

Microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham 

funções únicas e cruciais para a sustentação de ecossistemas. Uma dessas funções é a 

produção de enzimas extracelulares que ajudam na mineralização da matéria orgânica, 

propiciando a liberação de carbono e nutrientes na medida em que são assimilados. 

Justamente por esses importantes fatores, é que cada vez mais aumenta a busca por enzimas 

que possam ser utilizadas nos diversos setores industriais com maior aproveitamento e baixo 

custo. Nesse sentido, o isolamento e seleção de microrganismos pode facilitar a descoberta de 

novas enzimas com características desejáveis (estabilidade a altas temperaturas e amplas 

faixas de pH). Além disso, pode abrir promissoras perspectivas científicas e comerciais 

(ALVES et al., 2012; DAMASO et al., 2012). 

O mercado global de enzimas foi avaliado em US $ 7,1 bilhões em 2017 e deverá 

chegar a US$ 10,5 bilhões em 2024, com uma taxa de crescimento anual de 5,7% de 2018 a 

2024, sendo que a Europa foi responsável por 1/3 de produção global de enzimas em 2017 e 

no mesmo ano, estimou-se que cerca de 70% da quota de mercado de enzimas era produzida 

por microrganismos. A produção de enzimas fúngicas possui extensa aplicação na indústria 

alimentícia buscando a melhoria do processo de produção, e outros componentes 

relacionados, como sabor, aroma, cor, textura, aparência, vida de prateleira e valor nutritivo, 
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como exemplos a invertase que é usada na indústria de alimentos e bebidas. A lipase que atua 

em vários ésteres que produzem ácidos e álcoois. Os ácidos graxos liberados a partir da 

hidrólise de lipídios durante o processamento de alimentos são utilizados para intensificar 

sabores e gerar aromas em carnes, sucos de frutas, bebidas alcoólicas, cereais, entre outros. A 

pectinase  tem como sua maior aplicação a clarificação de sucos de frutas e de vinhos 

(PAPADAKI et al., 2020; SRIVASTAVA, 2019; GOULART et al, 2003; SAE-LEAW et al., 

2018; MERÍN et al., 2015).  

 

 

 

             3.4.1 Invertase 

 

 

A invertase é amplamente distribuída pela biosfera sendo encontrada principalmente 

em plantas e microrganismos. O nome oficial desta enzima é β-frutofuranosidase (EC 

3.2.1.26). A invertase hidrolisa a ligação osídica tipo α- β, de carboidratos possuidores de um 

radical β-fructofuranosil não substituído, sendo a sacarose o substrato preferencial 

(ROMERO-GOMEZ, 2000; NADEEM, 2015; ROCHA, 2010). Na Figura 2 é mostrado o 

esquema da reação catalisada pela invertase. 

 

 

Figura 2. Esquema de reação catalisada pela invertase. 

 
Fonte: (RUSTIGUEL, 2009). 

 

 

Esta reação catalítica, geralmente ocorre em pH entre 4,6 e 5,0 e temperatura entre 

35°C e 50°C, com concentração de substrato da ordem de 120 g/L. Acima desta concentração 

a solução de sacarose tem a viscosidade aumentada reduzindo a atividade enzimática na 

presença de água (VITOLO et al., 2004). 

A hidrólise da sacarose que produz uma mistura equimolar de glicose e frutose (açúcar 

invertido) é mais doce do que a sacarose devido ao alto grau de doçura da 

frutose. Consequentemente, o teor de açúcar pode ser aumentado consideravelmente sem 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/microorganism
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cristalização do material. Portanto, uma das aplicações importantes da invertase está na 

produção de xarope de açúcar não cristalizável a partir da sacarose. A invertase também é 

usada sempre que substratos contendo sacarose são submetidos à fermentação visando 

a produção de bebidas alcoólicas, ácido lático, glicerol etc. (KOTWAL, 2009). 

 

 

            3.4.2 Lipase 

 

 

As lipases (triacilglicerol acilidrolases EC 3.1.1.3) são uma classe de enzimas 

hidrolíticas que catalisam a hidrólise de triacilglicerol em glicerol e ácidos graxos livres. São 

capazes de modificar as propriedades de lipídios, produzir sabor e aroma modificando a 

estrutura  por inter ou  transesterificação, obtendo  produtos  de  maior  valor nutricional, 

facilitando a remoção de gordura de produtos de carne e peixe, entre outros. Algumas   

reações   orgânicas   das   lipases  incluem   acidólise,   hidrólise,   epoxidação, esterificação, 

alcoólise, aminação e transesterificação (GUPTA et al., 2004; MEHTA et al., 2021; 

QUAYSON et al., 2020). Na Figura 3 observa-se as reações catalisadas pelas lipases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/lipase
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/hydrolytic-enzyme
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/hydrolytic-enzyme
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/triacylglycerol
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/glycerols
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/free-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364717309503#b0050
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Figura 3. Reações catalisadas por lipases. 

 
Fonte: GUPTA et al., 2004 

 

 

As lipases estão entre os biocatalisadores mais valorizados no campo da biotecnologia 

e podem ser utilizadas em indústrias de alimentos, detergentes, têxteis, farmacêuticos, energia 

e cosméticos. A necessidade constante de lipase nos processos industriais a torna o terceiro 

maior grupo de enzimas com base no valor de mercado, depois das proteases e carboidrases 

(PHUKON et al., 2020).  

As lipases produzidas por microrganismos têm ganhado um grande interesse industrial 

devido à sua versatilidade, maior rendimento, bem como à produção independente da estação 

do ano em comparação com as produções animais e vegetais. Além disso, a produção de 

lipases microbianas é fácil e econômica trazendo benefícios adicionais (PATEL et al., 2020). 

As tecnologias avançadas permitem que os genomas de microrganismos sejam sequenciados 

de maneira muito eficiente e permite que muitas novas sequências de genes que codificam 

variantes de enzimas sejam também identificadas (SRIVASTAVA, 2019). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364717309503#b0050
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            3.4.3 Pectinase 

 

 

As pectinases são um grupo de enzimas que degradam a substância péctica e são 

classificadas de acordo com seu mecanismo de ação. As poligalacturonases catalisam a 

hidrólise das ligações glicosídicas de forma aleatória (endopoligalacturonase) ou da 

extremidade não redutora de homogalacturonana, liberando resíduos de ácido galacturônico 

ou digalacturúnico (Figura 4) (CORNUAULT, 2018; PEDROLLI, 2009). 

 

Figura 4. Reação de catalisadas pela pectinase. 

 
Fonte: DIANO et al, 2008. 

 

 

 

A pectinase, uma das enzimas mais produzidas comercialmente no setor 

biotecnológico, ocupa uma posição de liderança com 25% de participação no mercado global 

de enzimas de alimentos e bebidas. Essas enzimas são úteis para extração de suco de fruta e 

clarificação de vinho, pois reduzem drasticamente o grau de polimerização da pectina e 

consequentemente contribuem para redução da viscosidade; concentração e fermentação de 

chá, cacau e café; extração de óleo vegetal; preparação de compotas e geleias; e decapagem, 

favorecendo o processamento industrial desses produtos (AMIN et al., 2019; BARMAN, 

2015; KUBRA, 2018). 

Apesar das potencialidades dessas enzimas, alguns problemas como a baixa 

estabilidade enzimática estrutural e o elevado custo de produção dificultam o emprego desses 

biocatalisadores em ampla escala, estimulando a busca por microrganismos com potencial 

para produção enzimática em meios de cultivo de baixo valor agregado (VIDEIRA, 2021). 
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Estudos relataram que 50% das pectinases são produzidas a partir de fungos e leveduras, 35% 

de bactérias e os 15% restantes são de origem vegetal ou animal. Entre elas, as pectinases 

microbianas apresentam uma ampla especificidade de substrato, versatilidade e capacidade de 

atuar em uma variedade de substâncias pectinas, o que as torna valiosos biocatalisadores em 

inúmeros processos industriais (BIJESH et al., 2018). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Os frutos do bacupari (Garcinia gardneriana) maduros e sadios foram coletados na 

cidade de Aurora do Tocantins no estado do Tocantins, no mês de novembro de 2019. Os 

frutos, foram armazenados em caixas isotérmicas sanitizadas, e foram transportados para o 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos na Universidade Federal do Tocantins, sendo 

mantidos em temperatura ambiente, com objetivo de manter a microbiota presente inalterada 

até o momento das análises.  

 

 

4.1. Limpeza e sanitização do fruto 
 

 Fez-se a remoção de sujidades do fruto por meio de sanitização, utilizando solução 

de hipoclorito de sódio 50 ppm, por 15 minutos. Em seguida, os frutos foram lavados duas 

vezes com água destilada. A Figura 5 mostra os frutos após a limpeza e sanitização. 

 

Figura 5. Frutos de bacupari após a remoção das sujidades. 

 
Fonte: Autor, 2022. 

 

 

 

4.2. Fermentação espontânea dos frutos 
 

 Após a lavagem, 100 g dos frutos foram colocados em sacos plásticos esterilizados, 

de polisulfona, (150 x 200 mm), sendo um saco para cada tempo amostrado. Em seguida, os 
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frutos foram macerados e submetidos à fermentação espontânea durante um período de 15 

dias a 30 ºC. A cada 3 dias (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias) foram retiradas amostras para realizar o 

isolamento de linhagens de fúngicas, análises físico-químicas, determinação de carboidratos e 

etanol através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e análises moleculares.  

 

 

4.3. Caracterização físico-química dos frutos em fermentação espontânea  
 

  O fruto integral (casca, polpa e semente) foi utilizado para determinação dos valores 

de açúcares redutores totais, acidez, pH, teor de umidade, lipídeos, proteínas, cinzas e fibra 

bruta. As análises foram realizadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias, a fim de avaliar as 

mudanças físico-químicas durante o processo fermentativo e relacionar essas mudanças com o 

desenvolvimento dos microrganismos.  

 

 

4.3.1. Acidez  

Um g do fruto integral foi adicionado em 25 mL de água destilada. A acidez foi 

determinada por titulometria com solução de NaOH 0,1 M, utilizou-se como indicador a 

fenolftaleína 1% (m/v). O resultado foi expresso em % ácido lático durante a fermentação. A 

acidez foi mensurada em duplicata (PEREIRA et al., 2001). 

 

 

4.3.2. Potencial Hidrogeniônico - pH 

Um g do fruto integral foi adicionado em 25 mL de água destilada. O pH foi 

determinado inserindo-se o eletrodo do pHmetro, modelo MB-10 da marca Marte, na solução. 

Análise foi realizada à 28°C,  em duplicata (PEREIRA et al., 2001). 

 

 

4.3.3. Teor de umidade  

Para a determinação do teor de umidade foi adotada metodologia proposta pela 

Association of Official Analytical Chemists-AOAC (2000), método gravimétrico de secagem 

em estufa. Amostras do fruto integral foram pesadas em placas e acondicionadas em estufa a 

75ºC, até peso constante. Os valores de percentual de umidade das amostras foram calculados 

conforme a equação 1. 
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                𝑼(%) =
𝟏𝟎𝟎∗(𝑷𝒊−𝑷𝒇)

𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂
 

(Eq. 1) 

 

Sendo que:  Pi = massa da placa + massa da amostra; 

        Pf = massa da placa + massa da amostra seca; 

        amostra = massa inicial da amostra; 

 

 

4.3.4. Lipídeos  

Para a determinação de lipídeos, o fruto integral foi pesado em papel filtro. As 

amostras foram secas em estufa de esterilização e maceradas. Então, cada amostra foi inserida 

dentro de um cartucho no interior do aparelho Soxhlet, previamente desengordurado e seco. 

Hexano foi colocado dentro do reboiler até cobrir o cartucho, utilizando um extrator de óleos 

e graxas, modelo MA 044/8/50, a 105°C por 4 horas. Secou-se os reboliers em estufa modelo 

420-4D a 105°C até atingir peso constante, o teor de lipídeo foi calculado através da equação 

2 (AOAC, 1995). 

 

                𝑻𝒆𝒐𝒓 𝒅𝒆 𝑳𝒊𝒑í𝒅𝒆𝒐𝒔 (%) =
𝑵

𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂
∗ 𝟏𝟎𝟎 (Eq. 2) 

 

Sendo que:  N = (massa do reboiler + amostra) -  massa do reboiler; 

        amostra = massa  inicial da amostra; 

 

 

4.3.5. Proteínas  

A determinação de proteína foi realizada pelo método Kjeldahl. Utilizou-se em cada 

amostra 1,5 g da mistura catalítica de sulfato de zinco e sulfato de cobre na proporção de 1/1 

(m/m). Adicionou-se 10 mL de H2SO4 37% (v/v) em um bloco digestor modelo MA-541, a 

420
o
C por 4 horas. Após a digestão, adicionou-se 40 mL de água destilada em um digestor de 

nitrogênio modelo MA-036, seguido da adição de 25 mL de NaOH 40% (m/v). Acoplado ao 

digestor foi colocado um Erlenmeyer de 250 mL contendo 15 mL de ácido bórico 4% (m/v) e 

3 gotas do indicador Tashiro. Titulou-se com solução de HCl 0,1 M, e utilizou-se o fator de 

correção 6,25 para o cálculo de proteína. Calculou-se o teor de proteínas através da equação 3 

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).  
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                𝑵𝒊𝒕𝒓𝒐𝒈ê𝒏𝒊𝒐 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 (%) =
𝑽∗𝑴∗𝒇∗𝟎,𝟎𝟏𝟒∗𝟏𝟎𝟎

𝑷
 (Eq. 3) 

 

Sendo que:  V = volume de solução de HCL (mL); 

        M = concentração molar teórica da solução de ácido utilizado; 

        f = fator de correção da solução de ácido utilizado; 

        P = massa da amostra úmida (g).  

 

4.3.6. Cinzas  

Para a análise de cinzas, a massa da amostra do fruto integral foi determinada em 

cadinho de porcelana. A determinação foi realizada pelo método de incineração em mufla a 

550 °C, até peso constante, com a destruição da matéria orgânica, conforme a metodologia 

recomendada pela AOAC (2000). 

 

 

4.3.7. Fibra bruta  

Para o teor de fibra bruta, determinou-se a massa das amostras secas e 

desengorduradas, em seguida, sendo acondicionadas em sacos de Tecido Não Tecido (TNT). 

Cada amostra foi então digerida com H2SO4 1,25% (v/v) e com NaOH 1,25% (m/v), 

utilizando o digestor de fibras modelo MA-444/CI a 90
o
C. Após, as amostras foram secas em 

estufa a 105°C, por 12 horas, até que foram determinados valores constantes de massa. Os 

cálculos para determinação do percentual de fibra bruta foram realizados através da Equação 

4 (AOAC, 1995). 

 

                𝑭𝒊𝒃𝒓𝒂 𝒃𝒓𝒖𝒕𝒂 (%) =
(𝑨−𝑩)

𝑪
∗ 𝟏𝟎𝟎 (Eq. 4) 

 

Sendo que:  A = massa do cadinho + resíduo (g); 

        B = massa do cadinho = cinza (g); 

        f = fator de correção da solução de ácido utilizado; 

        P = massa da amostra úmida (g).  

 

 

4.3.8.  Açúcares redutores totais  

A determinação dos açúcares redutores totais se deu pelo método que utiliza ácido 3,5 
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dinitrosalícilico (DNS). Primeiro realizou-se a hidrólise da amostra, pipetando-se 2,0 mL da 

amostra em um tubo de ensaio, adicionando-se 2,0 mL de HCl 2 mol/L. Homogeneizou-se e 

aqueceu-se em banho-maria à 100°C, por 5 minutos. Resfriou-se o tubo em banho de gelo por 

5 minutos e adicionou-se 2,0 mL de NaOH 2 mol/L. Em seguida pipetou-se 200 µL da 

amostra em um tudo de ensaio e foram adicionados 200 µL do reagente DNS. O tubo foi 

homogeneizado e procedeu-se com o aquecimento a 100 °C durante 5 minutos. Após o 

resfriamento dos tubos contendo DNS e amostras, foram adicionados 2 mL de água destilada. 

A leitura da absorbância em espectrofotômetro foi realizada à 540 nm, após calibrar o 

aparelho com a solução de referência, a qual consistiu em substituir o volume de amostra por 

água destilada (200µL)  (MILLER, 1959). 

 

 

4.4. Determinação de carboidratos e etanol 

 

A determinação de carboidratos e etanol foi realizada através de cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC), utilizando-se o cromatógrafo líquido de alta eficiência marca 

Shimadzu (LC-10 Series Avp; equipado com desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS 

LC-10) e detector de índice de refração RID-10 (Shimadzu, Japão). e detector de índice de 

refração RID-10A(Shimadzu, Japão).  A coluna Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm; 

Phenomenex, EUA) foi utilizada para a determinação de etanol, glicose e frutose. As 

condições empregadas para análise foram eluição isocrática, pelo bombeamento (LC-10AD) 

de uma fase móvel composta de de 5mM de ácido sulfúrico em água ultrapura (destilada e 

deionizada). O fluxo do eluente foi de 0,6 mL/min, a 60°C (forno de coluna CTO-10A), com 

corrida de tempo total de 25 minutos. Uma alíquota de 20,0 μl da amostra foi injetada 

manualmente (injetor Rheodyne) e permeada por uma coluna Phenomenex Rezex ROA-

OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm) com conexão direta a Cartucho de segurança Phenomenex 

Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com material semelhante ao da coluna principal. 

 

 

4.5.  Identificação molecular da comunidade fúngica do fruto de Bacupari 

durante a fermentação espontânea 

 

As amostras retiradas no início (T0), após 6 dias (T6) e ao final da fermentação (T15) 

dos frutos foram coletadas e mantidas sob congelamento (-20ºC) até análise molecular. A 
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análise molecular foi realizada pela Neoprospecta Microbiome Technologies, empresa de 

biotecnologia, em Florianópolis/Santa Catarina/Brasil. A identificação de fungos foi realizada 

utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho da região ITS1. O preparo das bibliotecas 

seguiu um protocolo proprietário (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi 

realizada a amplificação com primers para a região ITS1, primer, ITS1 5’ -

GAACCWGCGGARGGATCA-3’, (SCHMIDT et al., 2013) e primer, ITS2 

(GCTGCGTTCTTCATCGATGC (WHITE et al., 1990).  

As bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing 

System (Illumina Inc., USA). O sequenciamento single-end, o kit V2 com 300 ciclos foi 

utilizado. As sequências foram analisadas por meio do pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel 

os arquivos fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC 

v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram submetidos à trimagem de 

primers e sequências com baixa qualidade (Phred < 20). O software proprietário utilizado para 

tal finalidade foi construído em Python v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades do 

projeto BioPython (COCK et al. 2009). Clusters com abundância menor do que 2, foram 

removidos das análises, pois tais estruturas normalmente são relacionadas a sequências 

quimeras (SMYTH et al., 2010).  

As identificações taxonômicas foram realizadas com blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et 

al., 1990), usando como referência um banco de dados proprietário. Quanto a definição de 

uma espécie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instrução em Python avalia 

se um dos três quesitos seriam atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e- value; e 3) 

taxonomias com maior representação. Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram 

escolhidos como espécie representante, essas análises foram realizadas na plataforma 

computacional da Amazon, onde a estrutura de bioinformática da Neoprospecta está 

hospedada. 

 

 

4.6. Isolamento dos fungos 
 

 O isolamento foi realizado seguindo a metodologia proposta por Santos et al. 

(2012). A coleta dos frutos em fermentação espontânea (10 g de amostra) foi realizada de 

forma asséptica e a amostra foi transferida para frascos de 125 mL, contendo 90 mL de 

solução salina peptonada estéril [9 g/L de cloreto de sódio e 1 g/L de peptona bacteriológica]. 

Posteriormente, sucessivas diluições seriadas foram realizadas e 100 µL das amostras foram 
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inoculados por espalhamento em superfície em placas de Petri contendo diferentes meios de 

cultura. Os meios de cultivo para o isolamento de fungos filamentosos foram: Dichloran 

Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) [31.5g de pó em 1 L de água purificada] devido 

ao composto Dichloran com a finalidade de reduzir os diâmetros das colônias que se 

desenvolvem; ágar extrato de malte (MEA) pH 6,0 [30 g/L extrato de malte (Merck); 20 g/L 

ágar (Merck)], para crescimento de fungos filamentosos; Yeast Extract Peptone Glucose 

(YEPG) [10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona bacteriológica, 20 g/L deglicose, 

15 g/L de ágar bacteriológico, 15], acrescido de antibiótico cloranfenicol 0,2 g/L, com pH 

corrigido para 4,5, foi utilizado para crescimento de leveduras. 

As placas foram incubadas a 25°C em estufa bacteriológica por 5 dias. Os resultados 

do plaqueamento foram expressos em contagem total das colônias observadas, identificando o 

fruto e a diluição, sendo então calculado as Unidades Formadoras de Colônias (UFC/g de 

fruto), de acordo com a equação 5. 

 

            𝑼𝑭𝑪 /𝒈 = 𝒏° 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒍ô𝒏𝒊𝒂𝒔 ∗ 𝒇𝒅 ∗ 𝟏𝟎        (Eq. 5) 

Sendo que: fd = fator de diluição 

 

 

4.7. Caracterização morfológica e isolamento 
 

 Após o período de incubação, as colônias obtidas em placas foram caracterizadas de 

acordo com sua morfologia, seguindo metodologia de Barnett & Barry (1986) para fungos 

filamentosos, observando o formato celular, margem, elevação, cor e tamanho; e a 

caracterização morfológica de leveduras foi realizada através da observação do tamanho, 

elevação, bordas, cor e aspecto das colônias, seguindo a metodologia de Kurtzman et al., 

(2006); Barnett et al., (2000).  

Em todos os meios utilizados (MEA, YEPG e DRBC) foi realizada a contagem total 

para se expressar a população dos fungos, mas também se procedeu a contagem  diferencial, 

separando os microrganismos presentes em leveduras e fungos filamentosos, e em diferentes 

morfotipos presentes, a fim de se realizar o isolamento de quantidade representativa de todos 

os morfotipos, visando abranger toda diversidade fúngica das amostras. O isolamento foi 

realizado em intervalos de 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias de fermentação. Segundo Santos et al. 

(2012), para cada tipo de colônia (morfotipo), um número correspondente à raiz quadrada do 

número total foi semeado e purificado pela técnica do esgotamento em placas de Petri, 
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contendo Agar YEPG para obter culturas puras para leveduras. Os fungos filamentosos foram 

repicados consecutivamente em Ágar Batata Dextrose (BDA) com incubação a 30 °C por 5 

dias até obtenção da cultura pura. 

 

    4.8. Preservação dos microrganismos 
 

 As leveduras foram transferidas para tubos contendo meio YEPG inclinado e foram 

cobertas com óleo mineral estéril seguindo metodologia de Rhodes (1957). Os fungos 

filamentosos foram preservados seguindo o método de Castellani (1967). Todos os tubos 

foram mantidos a 4º C e sua viabilidade e pureza das colônias foram monitoradas a cada seis 

meses durante o período de desenvolvimento do projeto.  

 

 

4.9. Seleção das linhagens em placas do potencial enzimático dos fungos isolados 

a partir de meios de cultivo seletivos e diferenciais 
 

 Os ensaios de avaliação qualitativa em meio sólido para seleção de fungos 

produtores de enzimas foram realizados em placas contendo meio de cultura e indutor. Os 

isolados dos fungos filamentosos foram reativados através da transferência de discos miceliais 

para o centro de placa de Petri contendo meio de cultivo Ágar Batata Dextrose (BDA), após a 

inoculação as placas foram mantidas sob incubação a 30 ºC, por 5 dias. Após o crescimento, 

os fungos filamentosos foram repicados em placas contendo o meio de cultivo sólido 

específico para cada enzima.  

As leveduras foram reativadas pela técnica de estrias compostas em placas contendo 

o meio YEPG, sendo mantidas incubadas a 30ºC, por 2 dias. Após o crescimento de colônias 

isoladas, as leveduras foram repicadas em placas em meios seletivos e diferenciais para a 

detecção de potenciais produtores de invertase, lipase e pectinase. 

 

 

4.9.1. Seleção de linhagens de fungos produtores invertase 
 

 A seleção de fungos produtores de invertase foi realizada em meio mineral para 

produção de β-fructofuranosidase composto por 0,5 g/L de NH4SO4, 3g/L de KH2PO4, 1,5/L g 

de NaNO3, 0,02 g/L de MgSO4.7H2O, 2g/L de sacarose e 20g/L de ágar, sendo o pH ajustado 

para 7,0. As leveduras e fungos filamentosos foram incubados neste meio por 2 e 5 dias a 30 
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°C, respectivamente. Após este período, os isolados que apresentaram crescimento em 

sacarose, como única fonte de carbono, foram corados por uma solução de cloreto de 

trifeniltetrazólio 0,1 g/L em NaOH 0,5 M. As linhagens microbianas cujas colônias 

apresentaram coloração vermelha foram consideradas potenciais produtoras de invertase, 

devido à redução do corante a formazana na presença de açúcares redutores (REDDY et al., 

2010).  

 

 

4.9.2. Seleção de linhagens de fungos produtores de lipase 
 

A seleção dos fungos produtores de lipases foi realizada a partir da transferência dos 

microrganismos isolados para meios de cultivo sólido contendo 10 g/L de peptona, 5 g/L de 

NaCl, 0,1 g/L de CaCl2. H2O, 10 g/L (v/v) de Tween 20 e 20 g/L de ágar, com o pH ajustado 

para 7,0. Os fungos que apresentaram halos ao redor das colônias, provenientes da 

precipitação de cristais de cálcio complexados com ácido láurico liberado por enzimas 

lipolíticas, foram considerados potenciais produtores de lipase (HANKIN & 

ANAGNOSTAKIS, 1975).  

 

 

4.9.3. Seleção de linhagens de fungos produtores de pectinase 
 

 

A avaliação quanto ao potencial de produção de pectinase foi determinada através da 

transferência dos isolados para meio de cultivo sólido, contendo pectina 1% (m/v), 1,4 g/L de 

(NH4) 2SO4, 2 g/L de KH2PO4, 0,2 g/L de MgSO4. 7H2O e solução de micronutrientes 0,1% 

(v/v) (5 mg/L de FeSO4. 7H2O, 1,6 mg/L de MnSO4. H2O, 1,4 mg/L de ZnSO4. 7H2O e 2 

mg/L de CoCl2), 20 g/L de ágar. O pH final do meio de cultivo foi ajustado para 7,0. Os 

isolados das leveduras e fungos filamentosos foram incubados neste meio por 2 e 5 dias a 30 

°C, respectivamente. Após este período de incubação, as colônias foram submetidas à 

coloração com uma solução contendo 1 g de iodina e 5 g de iodeto de potássio em 330 mL de 

água. Os isolados apresentando zonas claras ao redor das colônias foram considerados 

potenciais produtores de pectinase (SOARES et al., 1999). 
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4.10. Índice enzimático - IE 
 

 

 O diâmetro dos halos de hidrólise e das colônias foi aferido com auxílio de 

paquímetro, sendo os resultados expressos como o Índice Enzimático (IE), na equação 6, 

representado pela relação entre a média de diâmetro dos halos de degradação pela média de 

diâmetro da colônia (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1977). 

 

𝐼𝐸 =
𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜

𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎
 

 

 

 

(Eq. 6) 

4.11. Seleção de linhagens de fungos filamentosos e leveduras produtores de 

invertase e lipase a partir de cultivos submersos 
 

 

Os cultivos submersos foram preparados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, 

contendo 20 mL de meio líquido de Vogel (VOGEL, 1956), suplementando com 1% 

(m/v) das fontes de carbono específicas para a produção de cada enzima, sendo 

sacarose (invertase) e azeite de oliva extra virgem (lipase). Os cultivos foram 

inoculados com 1 mL de uma suspensão de 10
7
 esporos (fungos filamentosos) ou 

células/mL (leveduras). A contagem de esporos e células foi realizada na câmara de 

Neubauer. O cálculo para a estimativa de células por mL de solução foi realizado 

conforme descrito por Lagranha (2008), mostrado na Equação 7.  

 

𝑁 =
∑ 𝑁𝑡

𝑄
  

 

(Eq. 7) 

Sendo que:  N - Número de células por mL; 

    Nt - número total de células    

contadas;  

    Q - Número de quadrantes 

contados. 

 

Após a contagem, os cultivos foram incubados por 2 e 5 dias para leveduras e 

fungos filamentosos, respectivamente, a 150 rpm, 30 °C. Os extratos proteicos oriundos 

do cultivo de fungos filamentosos foram filtrados em banho de gelo e congelados para 
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avaliação da atividade enzimática. Os extratos proteicos das leveduras foram 

centrifugados e congelados para avaliação da atividade enzimática. Todos os cultivos e 

ensaios foram realizados em duplicata. 

 

 

 

 

4.11.1. Determinação da atividade de invertase 

A determinação da atividade de invertase foi obtida a partir da produção de açúcares 

redutores pelo método de Miller (1959). A atividade enzimática de invertase foi realizada 

adicionando-se 800 µL de uma solução de sacarose 2% (m/v) em tampão McIlvaine, pH 5,0, 

em tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos a 50 °C por 5 minutos. Em diferentes intervalos 

de tempo (0 e 5 min) foram retirados 200 µL da reação e adicionados em tubos contendo 200 

µL de DNS. Os tubos de reação foram levados para fervura em banho maria a 100°C, onde 

permaneceram por 5 minutos. Após o resfriamento das amostras foram adicionados 2 ml de 

água destilada em cada tubo. As leituras foram feitas a 540 nm, no espectrofotômetro. 

Controles foram preparados sem a adição de enzima. Uma unidade de atividade invertase foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de frutose, por mL, 

por minuto. 

 

 

4.11.2. Determinação da atividade de lipase 

A atividade lipolítica foi determinada com ρ-nitrofenil palmitato (ρNPP) como 

substrato. O ρNPP foi solubilizado em 0,5 mL de dimetil sulfóxido (DMSO) e diluído a 0,5 

mM com tampão McIlvaine pH 7,0, contendo 0,5% de Triton X-100. A hidrólise do pNPP foi 

determinada descontinuamente a 40 ºC pela liberação do ρ-nitrofenol. Após a pré-incubação 

do substrato em banho-maria por 5 min, a reação foi iniciada pela adição de 0,1 mL da 

amostra devidamente diluída. A reação foi interrompida em diferentes intervalos (0 e 1 min) 

com choque térmico (100 ºC, 1 min), seguido da adição de 1 mL de solução saturada de 

tetraborato de sódio. A leitura da absorbância foi realizada a 410 nm, no espectrofotômetro. 

Controles foram preparados sem a adição de enzima. Uma unidade de atividade enzimática 

foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de ρNP por mL, por minuto 

(ALMEIDA et al., 2012). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização físico-química do fruto em fermentação espontânea 
 

 

As alterações físico-químicas do bacupari durante a fermentação espontânea, a saber: acidez titulável, pH, umidade, fibra bruta, teor de 

cinzas, lipídeos e proteína estão apresentados na Tabela 1. 

 

 

 

Tabela 1. Alterações físico-químicas do Bacupari integral durante a fermentação espontânea. 

TF ATT (%)* pH U (%) FB (%) TC (%) L % P% 

T0 - 6,7 ± 0,1 73,6 1,7 ± 0,3 1,1± 0,0 0,1 ± 0,1 2,2 ± 0,2 

T3 1,3 ± 0,1 5,1 ± 0,1 73,6 0,7 ± 0,1 0,9 ± 0,0 0,2 ± 0,0 2,5 ± 0,0 

T6 0,9 ± 0,0 5,6 ± 0,2 72,4 1,6 ± 0,8 1,0 ± 0,0 0,2 ± 0,0 2,3 ± 0,4 

T9 0,7 ± 0,2 5,5 ± 0,0 72,1 0,9 ± 0,4 0,6 ± 0,1 0,1 ± 0,0 2,1 ± 0,1 

T12 0,7 ± 0,5 5,9 ± 0,2 71,7 2,1 ± 1,4 0,9 ± 0,0 0,2 ± 0,1 2,6 ± 0,0 

T15 0,5 ± 0,3 6,6 ± 0,1 72,8 1,4 ± 1,1 0,8 ± 0,0 0,3 ± 0,0 2,5 ± 0,0 
TF, tempo de fermentação; ATT, acidez titulável total; pH, potencial hidrogeniônico; U, umidade; FB, fibra bruta; TC, teor de cinzas; L, teor de lipídeos; P, 

teor de proteínas. 

*Do T3 a T15 a acidez titulável foi expressa em % ácido lático. 

Dados expressos com média de duplicata ± desvio padrão. 
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A acidez titulável do fruto apresentou o valor de 1,2% (ácido cítrico), realizado no 

tempo 0. Rufino (2008) em seu estudo, cita que o bacuri, também pertencente à família 

Clusiaceae, apresentou valores médios de 1,6% de acidez titulável, em ácido cítrico. Os 

valores da acidez titulável total fazem com que o fruto seja caracterizado como de acidez 

moderada, e consequentemente bem aceito para o consumo como fruta fresca, haja vista que, 

segundo Sacramento et al. (2007) frutas que apresentam teores de ácido cítrico entre 0,08 e 

1,9% são agradáveis ao paladar. No tempo 3 foi de 1,3% em ácido lático, durante a 

fermentação foi decrescendo até 0,5% no tempo 15.  

O pH do fruto in natura integral (no tempo 0) foi de 6,7 e ao decorrer da fermentação 

os valores sofreram ligeiras variações, chegando ao fim da fermentação a 6,6. Portanto, o 

fruto manteve-se com pH próximo a neutralidade. Gondim et al., (2013) relatam que para o 

mercado de frutas frescas há uma preferência por parte do consumidor para frutos com pH 

mais elevados. Para Alcântara e Menezes (2017) a variação de pH em frutos está relacionada 

a liberação de ácidos orgânicos pelos fungos, durante a fermentação, causando sua variação. 

Porém, após o esgotamento dos açúcares, há o consumo dos ácidos presentes no fruto, 

levando ao aumento do pH novamente. Segundo Dantas e Silva (2017), a diferença de pH 

durante a fermentação pode estar atrelada a composição química de cada matéria prima, 

principalmente aos tipos de ácidos presentes em cada fruta. 

Os valores de umidade variaram entre 73,6% e 71,7%, com ligeira tendência a queda 

no decorrer da fermentação. Santos (2016) analisou o teor de umidade nas sementes do 

bacupari e obteve o valor de 40,82%, já Paglarini (2012) realizou as análises da polpa do fruto 

e encontrou o valor de umidade de 74,22%, próximo ao encontrado no fruto in natura integral 

(73,6%) no presente trabalho.  

O teor de fibra bruta variou de 1,4 a 1,7%, Schneider (2021) fez análises da polpa in 

natura do Bacupari, encontrando valor de 0,35%, valor próximo ao encontrado no tempo 3. 

Com isso, considera-se que o fruto não é uma fonte de fibras, pois segundo Uchoa (2008) um  

alimento com teor de 2 a 3% pode ser considerado uma boa fonte de fibra alimentar, e o teor 

encontrado está abaixo. O regulamento técnico, referente à informação nutricional 

complementar (Portaria nº27), o alimento pode  ser considerado fonte de fibra alimentar 

quando apresenta, no produto acabado, 3g/100g (base integral) para alimentos sólidos e 

1,5g/100ml (base integral) para líquidos (BRASIL, 1998). 

O teor de cinzas variou de 1,08% no início da fermentação até 0,80% no final da 

fermentação. Para Chaves et al., 2004, as cinzas em alimentos se referem ao resíduo 

inorgânico remanescente da queima da matéria orgânica, sem resíduo de carvão. A 
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determinação do teor de cinzas em um alimento é importante por ser um indicativo de 

algumas propriedades funcionais, por exemplo, em algumas geleias e doces o conteúdo de 

cinzas é utilizado para indicar a quantidade de fruta presente no produto. 

O teor de lipídios oscilou durante a fermentação com valores entre 0,1 e 0,3 %, o que 

também ocorreu com o teor de proteína manteve-se praticamente constante, oscilando entre 

2,1 e 2,6%. Monteiro et al. (2020) estudaram a polpa liofilizada de bacupari e encontraram 

teor de 0,32%, valor abaixo do encontrado neste trabalho. Essas pequenas variações podem 

ser decorrentes de diferentes proporções das frações casca, polpa e semente coletadas durante 

a fermentação do fruto, assim não houve muitas alterações no teor de lipídeos no bacupari 

durante os tempos de fermentação. 

 

 

 

5.2. Determinação de carboidratos e etanol 

 

A tabela 2 apresenta os valores da produção de etanol e do consumo de glicose e 

frutose e açúcares redutores do bacupari durante a fermentação espontânea. 

 

Tabela 2. Consumo de açúcares e produção de etanol durante os tempos fermentação 

espontânea do bacupari. 

 Tempo Etanol % ART % Glicose g/L Frutose g/L 

0 0,01 2,2 ± 0,2 12,67 17,67421 

3 0,02 1,9 ± 0,1 1,37 0,97406 

6 0,12 1,5 ± 0,0 0,24 1,29696 

9 0,20 1,4 ± 0,1 1,24 0,6149 

12 0,26 0,6 ± 0,0 0,06797 0,1047 

15 0,36 0,6 ± 0,0 0,04995 0,10586 
ART, açúcares redutores totais. 

 

Os açúcares redutores totais do Bacupari decresceram de 2,2% para 0,6%, 

correspondendo a uma taxa de 72,7% de consumo dos carboidratos presentes. A diminuição 

dos açúcares durante a fermentação pode ocorrer pelo fato de que açúcares simples, como 

glicose e frutose, são os primeiros substratos consumidos durante o processo de fermentação 

espontânea (AGUIAR, 2013). Ao longo da fermentação, os microrganismos metabolizam os 

açúcares e nutrientes presentes nos substratos para obter energia e aumentar a sua população. 

Este período é altamente influenciado pela temperatura, oxigênio e pela concentração de 
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nutrientes no meio (JACKSON, 2008; ZAMORA, 2009). 

 Os valores de glicose e frutose, quantificados através da cromatografia líquida, 

decresceram, o que está compatível com o determinado pelo método de ART. O teor de etanol 

mostrou elevação durante a fermentação, o que denota que processo fermentativo alcoólico 

ocorreu em virtude da presença de leveduras e bactérias, principalmente as láticas, também 

podem estar relacionadas à presença de etanol nas amostras fermentadas. A amostra com 

maior abundância microbiológica de fungos filamentosos e leveduras foi a coletada no sexto 

dia de fermentação (T6) com 40.645 sequências (Figura 6), o que foi condizente com os 

resultados de quantificação de população fúngica através do método dependente de cultivo 

(plaqueamento), na qual se encontrou população de 6,89 log UFC/g. A amostra coletada no 

15º dia de fermentação apresentou a segunda maior abundância com 19.320 sequências, 

indicando que o processo fermentativo desencadeou um aumento da população fúngica no 

bacupari.  

 

Nas Figuras 6 e 7 observa-se a abundância e diversidade fúngica das amostras de 

bacupari em fermentação espontânea, respectivamente 

 

Figura 6. Amostras do bacupari com maior abundância microbiológica fúngica. 

 

Em relação a diversidade microbiológica no bacupari, após 6 dias de fermentação foi 

detectado o maior número de espécies fúngicas (12), seguido pela amostra T15, sendo o 

tempo 0, o que apresentou menor número de espécies, o que também está compatível com os 

dados de abundância microbiológica. 
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Figura 7. Amostras do bacupari com maior diversidade microbiológica fúngica. 

 

 
A identificação da comunidade de fungos filamentosos e de leveduras nas amostras de 

frutos bacupari antes da fermentação espontânea (T0) e após 6 (T6) e 15 dias (T15) da 

fermentação espontânea está mostrada na Figura 8. A Figura 8 ainda mostra a proporção, a 

quantidade e a diversidade de espécies fúngicas no fruto de bacupari durante a fermentação 

espontânea. Foram identificadas um total de 59988 de sequências. 

 

Figura 8. Proporção, quantidade e diversidade das espécies do bacupari em fermentação espontânea. 
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A) Proporção de espécies no fruto de bacupari nos tempos 0, 6 e 15 dias de fermentação espontânea; 

B) Quantidade de espécies no fruto de bacupari nos tempos 0, 6 e 15 dias de fermentação espontânea; 

C) Diversidade de espécies no fruto de bacupari nos tempos 0, 6 e 15 dias de fermentação espontânea. 

 

Foram identificadas 19 espécies de leveduras e fungos filamentosos nas três amostras 

analisadas. No tempo 0 foram identificadas 4 espécies (Cladosporium cladosporioides, 

Curvularia andropogonis, Pseudofusicoccum stromaticum e Galactomyce não cultivável), 

estes fungos pertencentes a 4 gêneros, 4 famílias, 4 ordens, 2 classes e 1 filo. Os gêneros mais 

abundantes foram Cladosporium spp. e Curvularia spp. 

Cladosporium spp. manifesta-se em todos os órgãos dos frutos, principalmente em 

tecidos em fase de crescimento. As lesões são superficiais e não afetam a qualidade da polpa 

dos frutos, mas podem causar sua queda (SUSSEL, 2015; JUNQUEIRA et al., 2016). Já o 

fungo Curvularia spp. é relatado como patógeno causador de manchas foliares  em  mudas e 

plantas adultas. No estado do Amazonas, o patógeno foi registrado causando antracnose em 

folhas, frutos e em mudas no Pará (FLORES et al., 2019). 

As 12 espécies detectadas no sexto dia de fermentação (T6) foram identificadas como 

pertencentes a 10 gêneros, 9 famílias, 7 ordens, 5 classes e 2 filos. Os gêneros mais 

abundantes identificados foram Diaporthe spp. e Aspergillus spp. e as espécies mais 

abundantes foram Diaporthe ueckerae e Aspergillus japonicus.  

Diaporthe spp. é um endófito comum em vários hospedeiros de plantas, mas também 

pode ser patógeno de plantas comuns. Sua presença ocorre em uma ampla gama de 

hospedeiros, causando podridão de frutos, manchas foliares, ferrugem, cancros, morte e 

murcha(SEBASTIANES et al., 2012). 

Aspergillus spp. são fungos aeróbios, cosmopolitas e estão abundantemente 

distribuídos na natureza, sendo encontrados em solos, plantas e em algumas variedades de 

alimentos, principalmente onde há presença de matéria orgânica e materiais em 

decomposição, com maior abundância nas regiões de clima tropical e subtropical. Aspergillus 

também  pode  ser   responsável   pela   ocorrência   de   infecções   respiratórias,    conhecidas    

como    aspergiloses. A  toxinfecção (doença transmitida por alimentos)  por  sua  vez  ocorre  

quando  há  o  consumo  de um alimento contaminado por microrganismos patogênicos  que  

produzem  e  liberam  toxinas  no  organismo humano (FORSYTHE, 2013; GUERRA, 2017; 

MONTEIRO, 2012).  

Ao final da fermentação espontânea (T15) foram identificadas 11 espécies 

pertencentes a 9 gêneros, 8 famílias, 4 ordens, 4 classes e 2 filos (Figura 6). Os gêneros mais 

abundantes foram Candida e Pseudofusicoccum spp. e as espécies mais abundantes foram 

https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-019-01800-4#ref-CR19
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Candida stellimalicola e Pseudofusicoccum stromaticum. A Candida sp., possui uma boa 

capacidade fermentativa de açúcares redutores como glicose, frutose e galactose, 

apresentando resultado contrário para sacarose, rafinose, lactose e maltose. Ela é classificada 

como levedura produtora de flavor (sabor e aroma), especialmente ésteres, além disso, 

contribui estabilizando a cor dos vinhos (COIMBRA, 2020; JOLLY, VARELA E 

PRETORIUS, 2014). 

O gênero Pseudofusicoccum spp. foi descrito como produtor de compostos 

antimicrobianos, antifitopatogênicos, antiproliferativos e enzimáticos (GUBIANI, 2015; 

TORRES, 2018; MONFARDINI, 2020). 

A tabela 3 apresenta o total de sequencias encontradas e identificadas nas amostras de 

bacupari em fermentação espontânea analisadas. 

 

Tabela 3. Identificação da comunidade de fungos filamentosos e leveduras e quantidade de sequências 

encontradas no bacupari durante fermentação espontânea. 

Nome da amostra 
Total de sequências da 

taxonomia 

Bacupari-

T0 

Bacupari-

T6 

Bacupari-

T15 

Total de sequências 

da amostra 
59988 23 40645 19320 

Aspergillus 

japonicus 
1600 0 1600 0 

Cladosporium 

cladosporioides 
16 16 0 0 

Curvularia 

andropogonis 
6 4 2 0 

Diaporthe 

passifloricola 
8 0 8 0 

Diaporthe ueckerae 16914 0 16914 0 

Fusarium fujikuroi 50 0 50 0 

Galactomyces reessii 4 0 0 4 

Hanseniaspora 

guilliermondii 
6 0 0 6 

Hanseniaspora 

opuntiae 
809 0 121 688 

Meyerozyma 

carpophila 
72 0 1 71 

Penicillium citrinum 7 0 7 0 

Pichia kudriavzevii 23 0 1 22 

Pichia terricola 222 0 0 222 

Pleurostoma ootheca 68 0 0 68 

Pseudofusicoccum 

stromaticum 
832 2 5 825 
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Yamadazyma 

mexicana 
23 0 7 16 

[Candida] 

stellimalicola 
854 0 0 854 

fungal sp. 38473 0 21929 16544 

uncultured 

Galactomyces 
1 1 0 0 

 

Um total de 1, 21.929 e 16.544 sequências não foram identificadas no banco de dados 

nos tempos T0, T6 e T15 da fermentação espontânea dos frutos do bacupari, respectivamente.  

 

 

5.3. Quantificação e isolamento dos fungos 
 

 

No presente trabalho a população de fungos no bacupari, era de 5,30x 10
5
 UFC/g no 

início da fermentação e, após o 9º dia, essa população aumentou para 8,41 log UFC/g, 

apresentando leve redução a partir do 12º dia. Observa-se que o resultado, mostrado na Figura 

9, está de acordo com os resultados encontrados nas análises moleculares sendo T6>T15>T0. 

A quantificação foi realizada nos meios de YEPG, MEA e DRBC. Os três meios 

possibilitaram contagens próximas na mesma amostra, indicando que sua utilização apresenta 

viabilidade e sensibilidade para a detecção de leveduras e fungos filamentosos. 

 

Figura 9. População de fungos durante fermentação espontânea do fruto integral de bacupari. 

 
 

 

Os frutos possuem uma microbiota natural e diversos fatores contribuem para a 

permanência de microrganismos, como temperatura, pH, umidade e alta concentração de 
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açúcares (SPROCATI, 2014; MAMBUSCAY, 2013). Os fatores que selecionam a população 

de fungos em um fruto são, primeiramente, a oferta de carboidratos, proteínas e lipídios e, 

consequentemente, as enzimas microbianas produzidas capazes de degradar estes substratos 

para convertê-los em energia (TRINDADE, 2001).  

 

5.4. Caracterização morfológica dos isolados 
 

 

Nos 6 diferentes tempos amostrados durante a fermentação espontânea do bacupari, 

128 morfotipos de fungos filamentosos e leveduras foram isolados e avaliados quanto as suas 

características macro e micro morfológicas. Nas Tabelas 4, 5 e 6 são apresentados os 

resultados da caracterização morfológica dos fungos. Segundo Oliveira (2015), a 

caracterização morfológica ajuda na identificação dos isolados e é um dos passos para o 

descobrimento de novas espécies, porém não são deve ser utilizada isoladamente, pois sofre 

interferências do ambiente, como pH, temperatura e substrato energético, que podem 

modificar a morfologia das colônias e alterar os resultados. 

 

Tabela 4. Características macromorfológicas dos fungos filamentosos isolados do Bacupari e sua 

prevalência nos diferentes tempos de fermentação espontânea. 

Características 

Macroscópicas 

Tempo (dia) Total 

0 3 6 9 12 15 

Forma        

Arenosa (0/0)* (0/0) (5/15) (2/5) (0/1) (0/1) (7/22) 

Hifoso (0/0) (0/0) (10/15) (1/5) (0/1) (0/1) (11/22) 

Globonosa e 

alogodonosas 

(0/0) (0/0) (0/15) (2/5) (0/1) (0/1) (2/22) 

Penungente (0/0) (0/0) (0/15) (0/5) (0/1) (1/1) (1/22) 

Furfurácea (0/0) (0/0) (0/15) (0/5) (1/1) (0/1) (1/22) 

Margem        

Filamentosa (0/0) (0/0) (10/15) (3/5) (1/1) (1/1) (15/22) 

Inteira (0/0) (0/0) (5/15) (2/5) (0/1) (0/1) (7/22) 

Elevação        

Plano (0/0) (0/0) (15/15) (4/5) (1/1) (1/1) (21/22) 

Micélio (0/0) (0/0) (0/15) (1/5) (0/1) (0/1) (1/22) 

Cor        

Branco (0/0) (0/0) (3/15) (0/5) (0/1) (0/1) (3/22) 

Roxa (0/0) (0/0) (10/15) (0/5) (0/1) (0/1) (10/22) 

Amarelo (0/0) (0/0) (0/15) (0/5) (0/1) (1/1) (1/22) 

Preto (0/0) (0/0) (2/15) (5/5) (1/1) (0/1) (8/22) 

Tamanho        

0,2 - 0,5cm (0/0) (0/0) (2/15) (2/5) (0/1) (0/1) (4/22) 

≥ 0,5 cm (0/0) (0/0) (13/15) (3/5) (0/1) (0/1) (16/22) 

≤ 0,1 cm (0/0) (0/0) (0/15) (0/5) (1/1) (1/1) (2/22) 
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Característica microscópica       

Formato Celular        

Hifa cenocítica (0/0)* (0/0) (15/15) (5/5) (1/1) (1/1) (22/22) 
*

 
(quantidade de isolados com a caraterística macroscópica observada / quantidade total de isolados) 

 

 

As colônias de fungos filamentosos apresentaram-se mais comumente com formas 

hifosas (50%), com margens filamentosas (68,18%) e eram planas (95,45%). As cores 

predominantes foram as roxas (45,45%) e o diâmetro das colônias eram maiores que 0,5 cm 

(72,72%).  

 

 

Tabela 5. Características macromorfológicas das leveduras isoladas do Bacupari e sua prevalência nos 

diferentes tempos de fermentação espontânea. 

Características 

Macroscópicas 

Tempo (dia) Total 

0 3 6 9 12 15 

Forma        

Circular (2/3)*
 

(5/7) (9/19) (13/16) (18/34) (11/27) (58/106) 

Filamentosa (1/3) (0/7) (4/19) (1/16) (2/34) (6/27) (14/106) 

Rizoide (0/3) (1/7) (3/19) (1/16) (8/34) (8/27) (21/106) 

Irregular (0/3) (1/7) (3/19) (1/16) (6/34) (2/27) (13/106) 

Margem        

Inteira (2/3) (5/7) (10/19) (18/16) (14/34) (13/27) (62/106) 

Filamentoso (1/3) (0/7) (2/19) (1/16) (2/34) (2/27) (8/106) 

Encaracolada (0/3) (1/7) (0/19) (0/16) (6/34) (1/27) (8/106) 

Ondulada (0/3) (1/7) (0/19) (2/16) (6/34) (9/27) (18/106) 

Lobada (0/3) (0/7) (7/19) (1/16) (0/34) (2/27) (10/106) 

Elevação        

Convexa (1/3) (0/7) (3/19) (0/16) (1/34) (4/27) (9/106) 

Elevada (2/3) (2/7) (4/19) (4/16) (10/34) (9/27) (31/106) 

Plana (0/3) (0/7) (11/19) (8/16) (20/34) (14/27) (53/106) 

Papilada (0/3) (5/7) (1/19) (4/16) (3/34) (0/27) (13/106) 

Cor        

Bege (3/3) (6/7) (11/19) (9/16) (14/34) (6/27) (49/106) 

Branca (0/3) (1/7) (2/19) (5/16) (6/34) (12/27) (26/106) 

Rosa (0/3) (0/7) (2/19) (2/16) (9/34) (7/27) (20/106) 

Branca e Rosa (0/3) (0/7) (4/19) (0/16) (5/34) (2/27) (11/106) 

Aspecto        

Opaco (2/3) (5/7) (16/19) (14/16) (23/34) (20/27) (80/106) 

Brilhante (1/3) (2/7) (3/19) (2/16) (11/34) (7/27) (26/106) 

Tamanho        

0,2 - 0,5cm (2/3) (6/7) (15/19) (4/16) (28/34) (15/27) (70/106) 

≥ 0,5 cm (1/3) (1/7) (1/19) (5/16) (0/34) (10/27) (18/106) 

≤ 0,1 cm (0/3) (0/7) (3/19) (7/16) (6/34) (2/27) (18/106) 
*

 
(quantidade de isolados com a caraterística macroscópica observada / quantidade total de isolados) 
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O maior número de isolados de leveduras, em relação a diversidade morfológica, foi 

obtido no meio (Yeast Extract-Peptone-Glicose) YEPG. Segundo Casal (2004), o meio YEPG 

é o meio rico mais utilizado para o crescimento de fungos e em particular para leveduras, 

sempre que não são necessárias condições especiais para o seu cultivo. Fornece carbono e 

nitrogênio, assim como aminoácidos, precursores de nucleotídeos, vitaminas e metabólitos 

essenciais para um ótimo crescimento celular das leveduras.  

Os dados constantes na tabela 6 mostraram a diversidade morfológica das colônias de 

leveduras. As colônias apresentaram, majoritariamente, as seguintes características 

macroscópicas: forma circular (54,28%), com margens inteiras (58,09%), eram planas 

(49,52%), a coloração branca foi a mais comum (42,85%), com aspecto opaco (76,63%) e 

tamanho da colônia variando entre 0,2 e 0,5 cm (73,33%). A coloração das colônias foi 

predominantemente branca, sendo a ausência de pigmentação a característica dominante entre 

os isolados obtidos. As características micromorfológicas mais comuns foram: forma 

esferoidal (31,13%) e presença de brotamento em 23,58% dos isolados (tabela 6).  

 

 
Tabela 6.  Características micromorfológicas das leveduras isoladas do Bacupari e sua prevalência nos 

diferentes tempos de fermentação espontânea. 

Características 

Microscópicas 

Tempo (dia) Total 

0 3 6 9 12 15 

Formato Celular        

Ovoidal (1/3)* (0/7) (6/19) (8/16) (8/34) (3/27) (26/106) 

Ovoidal por 

brotamento 

(0/3) (1/7) (0/19) (0/16) (5/34) (3/27) (9/106) 

Ogival (1/3) (0/7) (5/19) (0/16) (8/34) (3/27) (17/106) 

Ogival por 

brotamento  

(1/3) (0/7) (2/19) (5/16) (4/34) (2/27) (14/106) 

Cilindroidal (0/3) (4/7) (0/19) (0/16) (1/34) (0/27) (5/106) 

Cilindroidal por 

brotamento 

(0/3) (1/7) (0/19) (0/16) (0/34) (0/27) (1/106) 

Esferoidal (0/3) (1/7) (6/19) (0/16) (0/34) (0/27) (33/106) 

Esferoidal por 

brotamento 

(0/3) (0/7) (0/19) (0/16) (0/34) (1/27) (1/106) 

*
 
(quantidade de isolados com a caraterística macroscópica observada / quantidade total de isolados) 
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5.5. Seleção de fungos produtores de invertase, lipase e pectinase 
 

 

A Tabela 7 apresenta o total de isolados de fungos filamentosos e leveduras avaliados 

quanto sua capacidade de produção das enzimas invertase, lipase e pectinase.  Dentre os 128 

isolados,  22 fungos filamentosos (100%) e 106 leveduras (100%) apresentaram potencial de 

produção de invertase, 10 fungos filamentos (45,4%) e 23 leveduras (21,7%) mostraram-se 

produtores de lipase. Não foram encontrados fungos filamentosos e leveduras produtoras de 

pectinase. Segundo Mambuscay (2013) e Araújo (2015), as enzimas têm um importante papel 

no estabelecimento e manutenção da comunidade de fungos durante a colonização dos frutos, 

esses fatores podem conferir vantagens adaptativas para algumas espécies. 

Tabela 7. Análise qualitativa fungos filamentosos e de leveduras quanto ao seu potencial de produção 

de invertase, lipase e pectinase em placas. 

POSITIVOS 

Enzima Fungos Filamentosos Leveduras 

Invertase 22 (100%)* 106 (100%) 

Lipase 10 (45,4%) 23 (21,7%) 

Pectinase 0 (0%) 0 (0%) 

*Porcentagem dos isolados produtores de enzimas. 

 

 

A ausência da produção de pectinase pode ser atribuídas a fatores como condições de 

ambiente de crescimento, composição do meio de cultivo, bem como a incapacidade dos 

microrganismos em produzirem a enzima (RUEGGER E TAUK-TORNISIELO, 2004). 

Na Figura 10 é mostrada a formação de halos de hidrólise ou alteração da cor das 

colônias, indicando quais fungos eram potenciais produtores das enzimas avaliadas. 
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Figura 10. Formação de halos de hidrólise e alteração da cor das colônias em fungos filamentosos e 

leveduras produtoras de invertase e lipase. 

 
(a) Leveduras produtoras de invertase; (b) Fungo filamentoso produtor de invertase; (c) Levedura 

produtora de lipase; (d) Fungo filamentoso produtor de lipase. 

 

  

A placa de Petri contendo meio sólido foi indicada como um método direto para 

identificar o crescimento de fungos, e um método indireto para identificar a capacidade de 

produzir enzimas extracelulares. Além disso, é um método rápido e útil para avaliar fungos 

individuais de variantes genéticas quanto à presença ou ausência de enzimas. A sensibilidade 

do método da placa de ágar para identificar as enzimas depende de vários fatores, por 

exemplo, crescimento do microrganismo, produção e difusão das enzimas, atividade e 

especificidade da enzima ao substrato e concentração da enzima. Outros fatores também 

podem influenciar a formação do halo, como a composição do meio, a temperatura de 

crescimento e o ambiente químico e biológico (GEOFFRY, 2018; BENTUBO, 2014; 

SADATI, 2015). 

 

 

5.6. Índice Enzimático - IE 
 

Existem várias metodologias para se avaliar a habilidade dos microrganismos 

produzirem enzimas extracelulares em meio sólido. Entre os métodos mais utilizados de 

seleção microbiana para se avaliar a habilidade de produção de enzimas, está o índice 

(a) (b) 

(c) 
(d) 
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enzimático (IE), que relaciona diretamente o tamanho do halo da colônia e o halo de hidrólise 

da enzima. Segundo Barbosa (2019) e Lealem (1994), os microrganismos são considerados 

bons produtores de enzimas extracelulares, em meio sólido, quando o IE é maior ou igual a 

dois.  

No presente trabalho, 10 fungos filamentosos e 25 leveduras apresentaram valores de 

IE que variaram entre 0,1 e 1,9 para a produção de lipase, conforme observado na Tabela 7. 

Goldbeck e Filho (2013) avaliaram o potencial de produção de lipase em placa de 372 

leveduras isoladas de flores, frutos e solo de diversos biomas brasileiros. Dentre estas, 80 

isolados foram da região Amazônica e apenas 16 desses isolados apresentaram atividade 

lipolítica. Dos 16 isolados positivos, 11 apresentaram IE maiores que 2, e 5 isolados 

apresentaram IE menores que 2.  

 

Tabela 7. Índice Enzimático de produção de lipase dos fungos filamentosos e leveduras isolados de bacupari 

em fermentação espontânea. 

ÍNDICE  ENZIMÁTICO (IE) 

FUNGOS FILAMENTOSOS 

Código* IE Código IE 

BCF 5.1 1,5 ± 0,1 BCF 23.1 0,8 ± 0,1 

BCF 5.2 1,0 ± 0,1 BCF 23.2 1,1 ± 0,1 

BCF 5.3 1,1 ± 0,1 BCF 34.1 1,2 ± 0,1 

BCF 5.4 1,0 ± 0,1 BCF 34.2 1,1 ± 0,2 

BCF 5.5 1,1 ± 0,1 BCF 34.3 1,0 ± 0,1 

LEVEDURAS 

Código IE Código IE 

BCL 20.1 1,7 ± 0,2 BCL 78.3 1,0 ± 0,0 

BCL 20.2 1,9 ± 0,2 BCL 78.4 1,2 ± 0,6 

BCL 20.3 1,7 ± 0,0 BCL 80.1 1,1 ± 0,1 

BCL 20.4 1,7 ± 0,6 BCL 80.2 1,1 ± 0,2 

BCL 29.1 1,2 ± 0,3 BCL 82.1 1,1 ± 0,2 

BCL 29.3 1,6 ± 0,5 BCL 82.2 1,3 ± 0,0 

BCL 29.4 1,3 ± 0,2 BCL 84.1 1,1 ± 0,0 

BCL 44.1 1,8 ± 0,2 BCL 84.2 1,3 ± 0,2 

BCL 44.2 1,6 ± 0,2 BCL 84.3 1,2 ± 0,3 
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BCL 75.1 1,2 ± 0,1 BCL 84.4 1,1 ± 0,2 

BCL 75.2 1,4 ± 0,6 BCL 202 1,7 ± 0,4 

BCL 78.1 1,1 ± 0,0 - - 

*BCF – Código de identificação dos isolados de fungos filamentosos; 

  BCL – Código de identificação para os isolados de leveduras. 

 

Para a enzima invertase foi observado a mudança de cor em todos os isolados, como 

visto na Figura 10-a e 10-b, com isso não foi possível realizar os cálculos do IE, porém todos 

os isolados que mudaram de cor foram considerados positivos para produção de invertase. 

Essa alteração de coloração se dá pela redução do corante formazona na presença dos 

açúcares redutores. 

Nenhum dos isolados testados no presente trabalho apresentou habilidade de produção 

de pectinase, não sendo observados halos de hidrólise ao redor das colônias. A ausência da 

produção e secreção de enzimas em meio sólido pode ser atribuída a diversos fatores, como as 

condições do ambiente de crescimento, a composição do meio de cultivo, as técnicas 

utilizadas, a concentração da enzima no meio, bem como a própria incapacidade dos 

microrganismos em produzirem a enzima de interesse (VASCONCELOS et al., 2003; 

RUEGGER e TAUK- 19 TORNISIELO, 2004). 

 

 

5.7. Determinação da atividade enzimática de invertase e lipase dos fungos 

filamentosos e leveduras 

 

 

Os isolados de leveduras que apresentaram habilidade em produzir invertase e lipase 

na avaliação qualitativa foram submetidos a análise de Atividade Enzimática (U/mL) 

quantitativa, independentemente de seu IE. Segundo Johnson (2013); Yalçin e Çorbac (2013) 

e Carreiro (2019) as leveduras possuem vantagens diante dos fungos filamentosos em relação 

a produção enzimática, como a obtenção de altas concentrações de enzimas por meio da 

manipulação genética, crescimento rápido em meios simples e de baixo custo, atingimento de 

alta densidade celular, além de apresentarem um reduzido ciclo de fermentação e uma 

variedade de enzimas catalisadoras da mesma reação, o que viabiliza a versatilidade nas 

condições de aplicação.  

Na Tabela 8 estão dispostos os valores de atividade enzimática de invertase e lipase, 

respectivamente, dos fungos filamentosos isolados do bacupari em fermentação espontânea. 
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Para os fungos filamentosos, foram testados 22 isolados para invertase e 10 isolados para 

lipase, sendo que 4 isolados de invertase e 4 de lipase apresentaram atividades enzimáticas. 

Os valores de atividade enzimática de invertase e lipase, respectivamente, das leveduras 

isoladas do bacupari em fermentação espontânea. Nas leveduras 106 isolados de invertase e 

23 de lipase foram testados e apenas 13 isolados de invertase e 5 lipase apresentaram 

atividades enzimáticas. 

 

Tabela 8. Atividade enzimática de invertase e lipase dos fungos filamentosos e leveduras isolados do 

bacupari em fermentação espontânea. 

ENZIMAS 

INVERTASE LIPASE 

Código* U/mL Código U/mL Código U/mL 

BCF 3.1 0,5 ± 0,1 BCL 13.3 0,3 ± 0,0 BCF 5.1 0,03 ± 0,1 

BCF 5.3 0,7 ± 0,1 BCL 18.3 0,8 ± 0,0 BCF 23.2 0,05 ± 0,1 

BCF 5.5 1,0 ± 0,2 BCL 39 0,2 ± 0,0 BCF 34.1 0,03 ± 0,1 

BCF 8.1 0,6 ± 0,1 BCL 89.1 0,2 ± 0,0 BCF 34.3 0,02 ± 0,1 

BCL 5.1 0,8 ± 0,0 BCL 162.2 0,4 ± 0,0 BCL 14 0,03 ± 0,0 

BCL 10.2 0,2 ± 0,0 BCL 188.1 0,5 ± 0,1 BCL 20.4 0,03 ± 0,0 

BCL 11.3 0,2 ± 0,0 BCL 192 0,6 ± 0,1 BCL 29.4 0,07 ± 0,1 

BCL 11.4 0,2 ± 0,0 BCL 203 0,3 ± 0,0 BCL 44.1 0,04 ± 0,0 

BCL 13.1 0,5 ± 0,0 - - BCL 44.2 0,05 ± 0,0 

*BCF – Código de identificação dos isolados de fungos filamentosos; 

  BCL – Código de identificação para os isolados de leveduras. 

 

 

Os fungos filamentosos isolados do bacupari em fermentação espontânea que 

apresentaram maiores atividades enzimáticas foram BCF 5.5, com 1,0 U/mL e BCF 23.2 com 

0,05 U/mL para invertase e lipase, respectivamente. As leveduras isoladas do bacupari em 

fermentação espontânea que apresentaram maiores atividades enzimáticas foram dos isolados 

BCL 5.1 e BCL 18.3 com 0,8 U/mL para invertase e BCL 29,4 com 0,07 U/mL para lipase. 

Em comparação ao valor da atividade enzimática de invertase, observa-se que a 

atividade da lipase é menor. Ribas (2012) realizou um trabalho de produção e caracterização 

de lipase e afirmou que leveduras selvagens apresentaram atividade lipolítica baixa. 

A descoberta de novas linhagens com potencial enzimático, oriundas de frutos 
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amazônicos, ainda permanece pouco estudado. Por outro lado, os estudos desenvolvidos nesta 

área revelam um grande reservatório de linhagens promissoras para diversas áreas do 

conhecimento (LIMA et al., 2020).
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6. CONCLUSÕES 

 

As análises físico-químicas realizadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12 e 15 no fruto que foi 

usado de forma integral (casca, polpa e semente), em fermentação espontânea, apresentaram 

alterações devido à presença de microrganismos  

Durante a fermentação a glicose e frutose foram os primeiros substratos a serem 

consumidos, os açúcares redutores totais tiveram uma taxa de 77,3% de consumo de 

carboidratos. O teor de etanol aumentou durante o processo fermentativo devido a leveduras 

presentes. 

A identificação da comunidade fúngica demonstrou um total de 59.988 de sequências 

e 19 espécies fúngicas diferentes. A Diaporthe ueckerae, encontrada no tempo 6, foi a espécie 

mais abundante. 

Ao total, foram isolados 22 fungos filamentosos sendo os isolados com maior 

atividade o BCF 5.5 com 1,0 U/mL e BCF 23.2 com 0,05 U/mL  para invertase e lipase, 

respectivamente. Dentre as leveduras foram 106 isolados, a maior atividade foi observada 

para BCL 5.1 e BCL 18.3 com 0,8 U/mL para invertase e BCL 29,4 com 0,07 U/mL para 

lipase.  

Os fungos filamentosos e as leveduras isolados do fruto bacupari em fermentação 

espontânea se mostraram promissoras para a produção das enzimas invertase e lipase. Na 

comunidade fúngica há um grande potencial de microrganismos com capacidade de atividades 

enzimáticas, porém eles precisam ser otimizados. 
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