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RESUMO

As enzimas pectinoliticas sdo capazes de degradar substancias pécticas que conferem alta
viscosidade e turbidez a sucos de frutas e vinhos, facilitando as etapas de filtracdo e
concentracdo, aumentando o rendimento global do processo e evitando processos quimico-
fisicos que poderiam alterar as caracteristicas do produto final. A atividade catalitica destas
enzimas € influenciada por fatores como pH e temperatura. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar um extrato pectinolitico produzido por Aspergillus oryzae IPT-301 em processo
submerso, com respeito as faixas ideais de temperatura e pH, avaliar a termoestabilidade e a
aplicabilidade no tratamento de clarificacdo e reducdo de turbidez de suco de maca. As
melhores condigdes de utilizacdo das enzimas avaliadas foram a 50°C, em pH 4,0. Nestas
condicdes, o0 tratamento enzimatico de suco de macd apresentou resultados comparaveis aos
obtidos com uma preparacao comercial de alta qualidade.
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INTRODUCAO

As enzimas, catalisadores altamente especificos para seus substratos, sdo Uteis em
diversos setores industriais ja& que, quando comparadas aos catalisadores quimicos,
contribuem para processos capazes de gerar produtos de qualidade. Por exemplo, as enzimas
pectinoliticas sdo capazes de degradar substancias pécticas que conferem alta viscosidade e
turbidez a sucos de frutas e vinhos, facilitando as etapas de filtragdo e concentracéo,
aumentando o rendimento global do processo, evitando processos fisico-quimicos que
poderiam alterar as caracteristicas do produto final.

A atividade catalitica das enzimas é influenciada por fatores como concentracdo
enzimatica, concentracdo do substrato, pH e temperatura. Uma caracteristica que favorece a
aplicacdo de pectinases fungicas na inddstria de alimentos é o fato de o pH ideal de acdo de
suas enzimas se aproximar do valor de pH de muitos sucos de frutas, ou seja, na faixa de 3,0 a
5,5 (Ueda et al., 1982). Com relacdo a temperatura, Jayani et al. (2005) identificaram que a
faixa otima de agéo das pectinases varia de 30 e 50°C. Mohsen et al. (2009) determinaram
gue poligalacturanases sdo relativamente termoinstaveis e que a perda de atividade €
proporcional ao aumento da temperatura.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar um extrato pectinolitico
produzido por Aspergillus oryzae IPT-301 em processo submerso, com respeito as faixas
ideais de temperatura e pH, avaliar a sua termoestabilidade e a aplicabilidade no tratamento de
clarificacdo e reducgéo de turbidez de suco de maca.
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MATERIAL E METODOS

O extrato pectinolitico foi obtido em cultivo submerso de A. oryzae IPT —-301, conforme
descrito por Meneghel et al. (2014).

A atividade de pectinases totais foi determinada pela medida da reducdo de viscosidade
de uma solucédo 0,63% (m/v) de pectina em viscosimetro Brookfield modelo LVDV-II, em pH
4,0, a 30°C, apds 30 minutos, pelo método descrito por Maiorano (1990) e modificado por
Malvessi (2000). Uma unidade de pectinase foi definida como a quantidade de enzima que
causa a reducdo de 50% da viscosidade da solugéo e expressa em U/mL.

As condicdes de pH em que ocorre a atividade maxima foram determinadas a 30°C e as
temperaturas foram avaliadas em pH 4,0. Os valores de pH testados variaram de 2,5 a 8,0,
fixados com tampao fosfato-citrato, e 0s de temperatura de 20 a 60°C. A termoestabilidade do
extrato pectinolitico foi avaliada na faixa de 20 a 60°C, em tempos de pré-incubacdo de 0 a
150 minutos, em pH 4,0.

O tratamento enzimatico do suco de macd Gala (Malus domestica) com a preparacdo
experimental foi realizado em compara¢do com o uso do produto comercial Pectinex Ultra
SP-L (Novozymes Latin America Ltda). O suco de macd foi obtido com auxilio de um
processador de alimentos. A dosagem utilizada foi de 1,0 unidade enzimatica por mL de suco,
mantendo-se a mistura a 50°C por 60 minutos. A reacdo enzimatica foi interrompida em
banho de gelo. A clarificacdo foi determinada por intensidade de cor, medida em
espectrofotdmetro, seguindo a metodologia proposta por Sandri et al. (2011). A turbidez dos
sucos foi determinada em turbidimetro (Digimed Modelo Dm TU), a temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Na Figura 1 sdo mostrados os valores de atividade de pectinases determinados em diferentes

condi¢des de pH (a) e temperatura (b).
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Figura 1 - Atividade de pectinases totais em funcdo do pH (a) e da temperatura (b).

Observou-se aumento gradativo de atividade a partir de pH 2,5, com 0 maximo em pH
4,0. Nos testes com valores de pH superiores a 5,0, houve queda acentuada da atividade
enzimatica, sendo que apenas 20% foi mantida, o que esta de acordo com resultados obtidos
por Malvessi e Silveira (2004), Fontana et al. (2009) e Sandri et al. (2013).

Entre as temperaturas testadas, houve aumento da atividade com o incremento até
50°C, sendo que para maiores temperaturas a acdo da enzima foi drasticamente afetada, com
reducdo de cerca de 90%, a 60°C, o que pode ser indicativo de desnaturacdo da enzima.
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Kashyap et al. (2001) e Al-Najada (2014) descreveram que pectinases produzidas possuem
atividade méxima em torno de 50°C.

Além disso, os resultados obtidos para o pico de atividade pectinolitica do extrato de A.
oryzae foram semelhantes as caracteristicas de preparacdes comerciais, conforme mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1 — pH e temperatura das maximas atividades de pectinases obtidas para o extrato de
A. oryzae e faixas de aplicacdo de preparacBGes enziméaticas comerciais constantes dos catalogos das
formulacgoes.

Extrato de A. oryzae Pectinex® Ultra*
pH 4,0 3,0a4,.2
Temperatura (°C) 50 10a60

* Dados disponiveis em: http://catalog.gusmerenterprises.com/Asset/Pectinex%20Ultra%20AFP%20App%20Sheet.pdf.

Na Figura 2, sdo mostrados os resultados de termoestabilidade do extrato pectinolitico
de A. oryzae. Constatou-se que a atividade manteve-se estavel até 150 minutos de incubacéo a
30 e 40°C, de forma semelhante a descrita por Sandri et al. (2011) para extratos de
Aspergillus niger LB-02-SF, obtido em cultivo solido, e Aspergillus fumigatus, produzido em
cultivo submerso. J& Poletto et al. (2014) verificaram que o extrato pectinolitico produzido
por A. niger em meio sélido mostrou-se estavel apenas nas temperaturas de 20 e 30°C.
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Figura 2 - Estabilidade térmica expressa em atividade, em fungdo do tempo de incubagdo: (m) 30°C;
(o) 40°C; (») 50°C; (o) 60°C.

No tratamento enzimatico do suco de maca, optou-se por utilizar a temperatura de 50°C,
por ter sido a que proporcionou maiores atividades no extrato em estudo (Figura 1 B),
mantendo cerca de 80% desta atividade apds 60 minutos de incubacdo. Além disso, Bon et al.
(2008) relatam que temperaturas entre 50 e 60°C s&o utilizadas na etapa de maceracéo da uva
para producdo de vinho. O pH do suco de maga, em torno de 4,0, se mostrou adequado, Vvisto
ter sido esta a melhor condigdo de pH para a acdo do complexo enzimatico (Figura 1 A).
Como controle, utilizou-se a preparagdo comercial Pectinex Ultra SP-L (Novozymes Latin
America Ltda). Os resultados obtidos apds 60 minutos de tratamento enzimatico estéo
mostrados na Tabela 2.

O tratamento enzimatico com o extrato produzido experimentalmente apresentou
resultados comparéveis aos obtidos com a preparacdo pectinolitica comercial. Sandri et al.
(2013) e Poletto (2015), utilizando extrato enziméatico produzido por A. niger LB-02-SF em
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cultivo sélido, também obtiveram percentuais de aumento de clarificacéo, reducao de turbidez
e viscosidade, semelhantes em compara¢cdo com enzimas comerciais.

Tabela 2 - Efeito do tratamento enzimético no aumento da clarificacdo, na reducdo da turbidez e da
viscosidade de suco de maca.

Aumento da Reducéo da Reducéo da
clarificacdo (%) turbidez (%) viscosidade (%6)

Extrato deste estudo 79,1 97,7 10,8
PectinexUltra SP-L 81,7 98,5 13,2
CONCLUSOES

Os resultados indicam o potencial de utilizacdo comercial do extrato enzimatico obtido
em cultivo submerso de A. oryzae IPT-301, uma vez que apresenta resultados semelhantes aos
de preparacGes comerciais de alta qualidade no tratamento de suco de maca.
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