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RESUMO - Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidos estudos que relatam a utilizacdo da
palma como matéria-prima para producdo de enzimas. As pectinas sdo polissacarideos
responsaveis pela turbidez dos sucos de frutas, impactando negativamente na sua qualidade.
Assim, as pectinases surgem como uma alternativa eficaz na melhoria das propriedades dos
sucos. Para a fermentacéo em estado sélido foi utilizado a palma IPA Sertaneja (Opuntia ficus)
como substrato na obtencéo de pectinase por Penicillium roqueforti. A atividade da enzima foi
determinada usando o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico. Apds isso, 0 extrato enzimatico
foi aplicado no suco de cupuacu sob trés concentracGes de extrato enzimatico (1,5%, 3,5% e
5,5%; v/v), além do suco sem tratamento (controle). Os resultados revelam que o tratamento
com 5,5% de enzima resultou em uma reducdo maxima de viscosidade de 73,49%. Os
tratamentos 1,5% e 5,5% tiveram um aumento na clarificagdo de 71,27% e 62,81%,
respectivamente. O suco submetido a 5,5% de extrato apresentou um aumento do rendimento
de 26,63% em relacéo ao controle. Desse modo, os resultados mostraram que a pectinase de
P. roqueforti tem afinidade pela pectina do suco de cupuagu, tornando-a interessante para
aplicagéo em processos industriais, como viscosidade, clareza e aumento do rendimento de
suco.

Palavras-chave: Enzimas; Biotecnologia; Pectina.

PRODUCTION OF PECTINASE BY SOLID STATE FERMENTATION
WITH PALM AS SUBSTRATE FOR APPLICATION IN CUPUACU
JUICE (Theobroma grandiflorum)

ABSTRACT - In recent years, studies have been developed reporting the use of palm as a raw
material for enzyme production. Pectins are polysaccharides responsible for the turbidity of
fruit juices, negatively impacting their quality. Thus, pectinases emerge as an effective
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alternative for improving the properties of juices. For solid-state fermentation, IPA Sertaneja
palm (Opuntia ficus) was used as a substrate to obtain pectinase by Penicillium roqueforti. The
enzyme activity was determined using the 3,5-dinitrosalicylic acid method. Afterwards, the
enzyme extract was applied to cupuacu juice under three concentrations of enzyme extract
(1.5%, 3.5% and 5.5%; v/v), in addition to the untreated juice (control). The results reveal that
treatment with 5.5% enzyme resulted in a maximum viscosity reduction of 73.49%. The 1.5%
and 5.5% treatments showed an increase in clarification of 71.27% and 62.81%, respectively.
The juice subjected to 5.5% extract showed an increase in yield of 26.63% compared to the
control. Thus, the results showed that the pectinase from P. roqueforti has affinity for the pectin
in cupuacu juice, making it interesting for application in industrial processes, such as viscosity,
clarity and increased juice yield.

Keywords: Enzymes; Biotechnology; Pectin.

1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae é amplamente distribuida, encontrada do Canada, nos EUA, México
e América Central e do Sul. (Araujo et al., 2021). A palma (Opuntia ficus-indica), pertencente
a essa familia possui mecanismos fisiol6gicos que permitem sua adaptacdo as condicBes
climaticas, com alta eficiéncia no uso da dgua, apresenta grande produtividade de biomassa rica
em nutrientes digestiveis de alto valor, como carboidratos, fibrosos ou ndo fibrosos. Nos
ultimos anos, tém sido desenvolvidos estudos que relatam a utilizacdo da palma como materia-
prima para producéo de enzimas (Neves et al., 2022).

As pectinas, que sdo polissacarideos presentes nas paredes celulares das plantas, sdo
responsaveis pela turbidez dos sucos de frutas, impactando negativamente sua qualidade e valor
nutricional. Desse modo, a clarificacdo dos sucos é essencial na industria, pois visa remover a
pectina para aprimorar 0 sabor, a aparéncia, a textura e a comercializacdo do produto
(Bentouhami et al., 2024).

Os métodos tradicionais, como centrifugacdo e filtracdo, apresentam algumas limitacdes,
como a presenca de moléculas menores, baixa recuperacdo do suco, ineficiéncia, processos
longos e alteracBes no aroma, sabor e cor, 0 que pode tornar os produtos finais menos desejaveis
(Ezugwu et al., 2023).

Neste contexto, as pectinases surgem como uma alternativa eficaz para solucionar essas
desvantagens, acompanhadas de métodos quimicos e fisicos de clarificacdo de suco. A
pectinase atua na hidrdlise das pectinas, convertendo-as em acido galacturénico mais soluvel,
reduzindo assim a turbidez e a viscosidade do suco. Além disso, o uso de pectinase na
clarificacdo de sucos é sustentivel, ecologicamente correto e sdo valiosas para produzir uma
ampla gama de produtos de alta qualidade (Bentouhami et al., 2024; Ezugwu et al., 2023).

Enzimas pectinoliticas de fontes microbioldgicas por fermentacdo tém despertado
interesse crescente, devido a sua disponibilidade de producdo consistente. As pectinases
comerciais sdo produzidas principalmente por fungos por fermentacdo em estado sélido. As
cepas fungicas sdo amplamente utilizadas na producdo de pectinase devido a sua alta
capacidade de crescimento, custo-beneficio, escalabilidade, baixas necessidades nutricionais e
facilidade de manipulacdo genética (NUfiez-Serrano et al., 2024).

Portanto, com foco nas aplicagdes de enzimas pectinoliticas especificas para clarificacdo
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de sucos, este estudo teve como objetivo avaliar a producdo de pectinase por fermentacdo em
estado sélido utilizando a palma e investigar o efeito do extrato enzimatico nas propriedades do
suco de cupuacu (Theobroma grandiflorum).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Preparacéo do Substrato

A palma IPA Sertaneja (Opuntia ficus) foi fornecida pelo campo agrostolégico da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Juvino Oliveira, Itapetinga, Bahia. As
palmas foram cortadas em pedacos pequenos e secos em estufa (FANEM, modelo 320-SE, Sao
Paulo) a 65 °C por 96 horas. Em seguida, o material seco foi triturado em moinho de facas
(ACB Labor, Sao Paulo, Brasil) até a granulometria de 2 mm e armazenado em saco plastico
fechado, em local seco, até o uso.

2.2 Microrganismo

O fungo Penicillium roqueforti foi obtido da colecdo de microrganismos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ,
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), sob registro nimero 40074 e lote 041140074. A cultura
do fungo foi preservada periodicamente com silica gel e mantidaa 5 °C.

2.3 Preparagéo do Inéculo

A suspenséo de esporos foi realizada utilizando o microrganismo cultivado no meio Agar
Batata-Dextrose (BDA) (Himedia®) e &gar-agar (Dindmica®) em Erlenmeyer de 500 mL
durante 7 dias a 25 °C em estufa bacterioldgica (De Leo, Porto Alegre, Brasil). Apos o periodo
de incubacdo, a cultura esporulada foi submetida a raspagem com auxilio de esferas de vidro e
a suspensao coleta em tubo Falcon. Uma aliquota de 0,1 mL foi diluida em tubo de ensaio para
contagem no nimero de esporos em microscopio binocular em cadmara de Neubauer (Bioval).

2.4 Fermentacdo em Estado Solido (FES)

A FES foi realizada conforme metodologia descrita por Aradjo et al. (2021). Frascos de
Erlenmeyer (125 mL) contendo 5g de palma foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos em
autoclave (Prismatec, Sao Paulo, Brasil). Apos resfriamento, as amostras foram inoculadas com
uma concentragdo de 107 esporos mL™? e a umidade ajustada para 70% com agua destilada
estéril. Os experimentos foram incubados em estufa bacterioldgica (De Leo, Porto Alegre,
Brasil) a 27 °C por 144 horas.

2.5 Obtencgdo do Extrato Enzimatico

Para obtencéo do extrato, um volume de 5 mL/g do residuo de agua estéril foi adicionado
aos frascos e agitados a 150 rpm em incubadora orbital (Solab, S&o Paulo, Brasil) por 30 min a
25 °C. A fase liquida foi separada por prensagem mecanica. Logo apés, 0 extrato enzimatico
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bruto foi centrifugado (Cientec, S&o Paulo, Brasil) a 6.000 rpm por 15 min, e os sobrenadantes
foram recuperados, obtendo assim o extrato enzimatico.

2.6 Determinacdo da Atividade Enzimatica

A atividade da enzima pectinase foi determinada através da liberacdo de acido
galacturénico da pectina usando o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (ACS®
Cientifica), conforme descrito por Miller, (1959). O ensaio foi conduzido com 125uL de extrato
bruto e 125uL mL de pectina citrica a 1% (p/v) (ACS® Cientifica) preparada em tamp&o acetato
de sodio (50 mM, pH 4,5). As amostras foram incubadas por 30 minutos a 40 °C em banho
Maria (SOLAB SL 150, S&o Paulo, Brasil). Apos esse periodo, adicionou-se 250uL de DNS e
a mistura foi incubada em banho maria (Cientec, Sao Paulo, Brasil) a 100 °C por 5 minutos. A
reacdo foi interrompida em banho de gelo. Apds o resfriamento, foi adicionado 2,5 mL de &gua
destilada e a mistura foi homogeneizada. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (BEL
PHOTONICS SP 2000 UV) a 540 nm A atividade da pectinase foi obtida conforme a equacéo
1.

Ativdade enzimatica (U/g) = (X.D/T.A)/(F) 1)

Onde: X = Concentracdo de acucares redutores; D = Dilui¢do da amostra; T = Tempo de
reacdo; A = Ajuste da camara; F = Fator da curva de glicose.

2.7 Aplicacao do Extrato Enzimético
2.7.1 Preparacéo do Suco de Cupuagu

Os frutos de cupuacu foram adquiridos em uma fazenda localizada na cidade de llhéus,
Bahia. Para o processo, frutos selecionados foram lavados em &gua corrente, cortados e
despolpados em despolpadeira, as polpas foram congeladas a -18 °C até o uso.

Apos isso, a polpa foi diluida na proporcdo 1:1 (polpa:agua; v/v), homogeneizada e
pasteurizada a 85 °C em banho maria (Cientec, So Paulo, Brasil) por 5 minutos e resfriada até
45 °C. Em seguida, o suco foi submetido a trés concentracdes de extrato enzimatico (1,5%,
3,5% e 5,5%; v/v) e um suco sem tratamento foi mantido como controle. Os experimentos
foram incubados em agitacédo constante a 150 rpm por 120 minutos a 50°C. Ao final, a enzima
foi rapidamente inativada em banho maria a temperatura de 95 °C por 5 min. Em seguida, 0s
tratamentos foram resfriados, centrifugados a 6.000 rpm, durante 15 minutos a 5 °C e filtrados
em peneira de malha 0,02 mm para obtengdo do suco (Santana et al., (2023).

2.7.2 Rendimento

O rendimento do suco foi estimado em porcentagem do suco clarificado obtido com base
no peso inicial do suco de acordo com a equagéo 2.

) __ Pesodo suco clarificado

Rendimento do suco (% x 100 (2)

Peso inicial do suco
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2.7.3 Clareza

A clareza do suco de cupuacu foi determinada de acordo com Nufiez-Serrano et al. (2024)
usando um espectrofotobmetro (BEL PHOTONICS SP 2000 UV) a 660 nm, tomando o suco
sem o tratamento enzimatico como 100%.

2.7.4 Solidos Soluveis Totais

O teor de solidos soluveis totais (SST) foi determinado usando um refratbmetro
analégico (Brewparts, Modelo 17925) que foi calibrado usando dgua destilada e expresso como
% Brix.

2.7.5 Viscosidade

A viscosidade foi medida usando um viscosimetro (Brookfield Engineering
Laboratories, Modelo D 220, EUA) a 90 rpm com Spindle SC4-18 a 25 °C, segundo Santana
et al. (2023). Os valores foram expressos como porcentagem de reducéo da viscosidade do suco
em comparacdo ao controle (sem tratamento enzimatico).

2.8 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido com 3 repeticdes e em triplicata. O nivel de significancia
estatistica foi avaliado por andlise de variancia (ANOVA). Para os modelos significativos, as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, a um nivel de 95% de significancia (<0,05).
Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o software Statistical Analysis System
(SAS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade Enzimatica

Os resultados revelam que P. Roqueforti demonstrou atividade pectinase significativa de
17 U/g ap6s 144 h de incubacéo a 25 °C usando a palma como substrato. De acordo Silva et al.
(2023) a producéo de pectinase por P. roqueforti tem sido amplamente estudada devido as suas
condicdes favoraveis para fermentacdo em estado sélido e principalmente por ser reconhecido
como seguro (GRAS).

3.2 Aplicacéo do Extrato Enzimético

Os valores experimentais da reducdo de viscosidade, clareza, rendimento e solidos
soluveis sob diferentes condicdes de tratamento sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valores médios dos parametros analisados em suco de cupuagu sob diferentes
concentracOes do extrato enzimatico por Penicillium rogueforti.

Concentracéo de Reducdo de Clareza (%) Rendimento (%) Solidos soluveis

enzima (%o) viscosidade (%6) (% brix)
Controle - - 64,09 +0,41¢ 5,20 + 0,002
1,5% 39,87 £0,01° 65,04a + 6,87 69,56 + 0,03° 5,19 £ 0,012
3,5% 68,28 + 0,34 28,73+ 1,12° 76,88 +£ 0,93 5,19 £ 0,012
5,5% 73,49 + 0,262 37,25 +0,14° 81,16 + 0,01° 5,19 £ 0,012

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao. Os valores seguidos por letras diferentes
na mesma coluna apresentaram diferengas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de
média de Tukey.

Os dados deste estudo indicam que a viscosidade do suco de cupuagu foi
significativamente influenciada pela concentracdo dos extratos enzimaticos (%, v/v). O
tratamento com 5,5% de enzima resultou em uma reducdo de viscosidade de 73,49%. Isso
acontece, pois as enzimas pectinoliticas degradam as moléculas de pectina presentes nos sucos
e reduzem a viscosidade.

A viscosidade é um parametro importante na fabricacdo de sucos, pois afeta o fluxo nos
equipamentos. Frutas ricas em pectina e celulose tendem a produzir sucos mais espessos e
turvos, ja que essas substancias, junto com outros polissacarideos ligados as paredes celulares,
acabam sendo arrastadas no processo (Santana et al., 2023). Assim, 0 uso de enzimas no
tratamento de sucos de frutas reduz a viscosidade do suco e melhora a qualidade da polpa, ao
desintegrar a estrutura celular (Santana et al., 2021).

E visto que houve uma reducdo na clareza, os tratamentos 1,5% e 5,5% tiveram um
aumento na clarificacdo de 71,27% e 62,81%, respectivamente. A diferenca na clareza do suco
pode ser resultado da hidrélise do conteldo de pectina no suco de cupuacu pela pectinase bruta,
resultando em uma reducéo na turbidez (Azfia et al., 2024).

O suco clarificado também obteve rendimentos significativos conforme aumentou a
concentragdo de enzima. O tratamento com 5,5% de enzima apresentou um aumento do
rendimento de 26,63% em relacdo ao tratamento controle. 1sso ocorre, pois, a quebra por
enzimas pectinoliticas e outras ligagdes complexas que formam a polpa e os produtos com polpa
liberam &gua na forma de suco, aumentando o rendimento (Santana et al., 2023)

Em relacdo aos parametros solidos sollveis os resultados revelam que ndo houve
diferenga estatistica entre as condicfes estudadas. No entanto, a aplicagdo do extrato bruto
contendo pectinase de P. roqueforti foi capaz de hidrolisar moléculas de pectina e de outros
polissacarideos, melhorando a viscosidade, clarificacdo e aumentando o rendimento.

4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a pectinase de P. roqueforti tem afinidade pela pectina do
suco de cupuacu, tornando-a interessante para aplicacdo em processos industriais, como
viscosidade, clareza e aumento do rendimento de suco. Dessa forma, o proposito de melhorar
as propriedades do suco de cupuagu usando a pectinase bruta € alcangado. Assim, pode-se dizer
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que P. roqueforti € um produtor eficiente de pectinase com atividade e eficiéncia para ser
aplicado em suco de cupuagu.
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