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Resumo

Este trabalho avalia as propriedades fisico-quimicas do doce de cupuacgu industrializado.
Para isso, trés amostras de trés marcas diferentes foram analisadas para os parametros de
umidade, cinzas, lipidios, proteinas, sélidos soluveis totais, carboidratos e pH, segundo a
metodologia descrita pela Norma Técnica do Instituto Adolfo Lutz (2003). Os resultados revelaram
que as amostras estdo em conformidade com a legislacdo vigente no pardmetro pH e em
desacordo no parametro de umidade. Em relagdo aos outros parametros, observam-se
divergéncias dos valores encontrados quando comparados com outros trabalhos da Literatura.
Por outro lado, a analise estatistica do teste de Tukey mostrou que n&o ha diferencas significativas
nas amostras no nivel de significancia de 5%.

Palavra-chave: cupuacu, doce industrializado, avaliagao fisico-quimica.

Abstract

This study evaluates the physicochemical proprieties of the industrialized cupuassu candy. For this,
three samples of three different brands were analyzed for moisture parameters, ashes, lipids,
proteins, total soluble solids, carbohydrates and pH according to the methodology described by the
Technical Standard of the Adolfo Lutz Institute (2003). The results showed that the samples are in
accordance with established legislation in pH and disagreement parameter in the moisture
parameter. For other parameters, there is divergence of values found when compared to other
literature results. On the other hand, statistical analysis of the Tukey's test showed no significant
differences in the samples ata 5 % significance level.

Keyword: cupuassu, sweetindustrialized, physicochemical parameters.
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INTRODUCAO

De acordo com o estudo realizado por
Gondim (2001) que foi publicado no documento n°
67 da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) do Acre em 2001, o cupuagu
(Theobrama grandiflorum) é uma baga com
formatos variaveis, extremidades obtusas ou
arredondadas, odor ativo, sabor agradavel e
coloragao amarela, creme ou branca. As sementes
sao envoltas pela polpa, dispostas em cinco ou seis
fileiras e com formato ovoide-elipsoide. O fruto tem
tamanho de 10 a 40 centimetros e peso de 300
gramas a 4 quilogramas distribuido
percentualmente em: casca (43%), polpa (38,5%),
sementes (16%) e placenta (2,5%).

Essa fruta € de grande importancia para a
regido Amazénica. Pois as partes que a constituem,
tais como: polpa, casca e sementes sao utilizadas
por nativos e pelas industrias na produgéo de doces
em massa, geleias, gelados comestiveis, néctares,
confeccgao de pecas artesanais, adubo, produgéo de
liquor, gordura (chocolate branco e cremes para
pele) e torta (“conhagem”) (BUENO, 2002).

Devido ao grande aproveitamento das partes
dessa fruta, observa-se nos ultimos anos um
aumento na sua producdo. Segundo a Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC) boa parte dessa produgéo concentra-se
nos Estados do Amazonas, Rondoénia, Acre e Para,
no qual o Para foi o maior produtor. Estima-se que no
ano 2000 foram produzidas 21.479 toneladas de
polpa em uma area de 14.000 hectares (FILHO,
2015). Para Bastos e colaboradores (2002) a maior
parte dessa producdo estd na cidade de Belém,
Maraba e Paraupebas.

Contudo a producéo e o cultivo do cupuagu
nao estéo restrito somente a regido Amazénica. De
acordo com Lopes (1999), essa producgéo estende-
se também em varios sitios da regido sudeste e em
outros Estados brasileiros, tais como: Sao Paulo,
Rio de Janeiro (Jardim Botanico e Cidade de Silva
Jardim) e Bahia (Escola Média de Agricultura da
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regido Cacaueira, em Uruguca).

Enquanto no Estado do Para houve aumento
na producgéo e cultivo do cupuacu, no Estado do
Amazonas houve uma diminuicdo. Segundo o
Desenvolvimento Agropecuario e Florestal
Sustentavel do Estado do Amazonas (IDAM) a
produtividade nesse Estado caiu de 11.000 para
6.000 hectares nos anos de 2010 para 2011. De
acordo com o IDAM essa redugéo ocorreu devido a
altaincidéncia da broca-do-fruto (Conotrachelus sp),
a suscetibilidade das plantas, a doenca vassoura-
de-bruxa e ao manejo inadequado da cultura.

Mesmo com o aumento ou diminuicdo da
producao, o maior aproveitamento industrial esta na
polpa (RIBEIRO, 1996). Pois estas podem ser
produzidas nas épocas de safra, armazenadas e
processadas nos periodos mais propicios (BUENO,
2002), congeladas e comercializadas em
supermercados, lanchonetes, restaurantes e nas
industrias de gelados para obtencdo de sorvetes
(SOUZAe PIMENTEL, 1998; AFONSO, 1999).

Apesar da polpa ser muito requisitada,
quando nao condicionada adequadamente, esta
sofre com os processos de deterioragdo. Uma
maneira de conservar o alimento por mais tempo é
adicionar agucar para diminuir a pressdo osmoética e
impedir o desenvolvimento de microrganismo,
permitindo assim a estabilidade (CARVALHO, 2006;
MARTINS, 2007).

Em 2005, a Resolugcdo de Diretoria
Colegiada, RDC n° 272 fixa a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade dos produtos
de frutas. De acordo com essa resolugéo, os doces
em massa passam a ser incorporados na categoria
de produtos oriundos de frutas. Pela nova legislagéo
os “produtos de frutas sdo elaborados a partir de
fruta(s) inteira(s) ou em parte(s) e/ou semente(s),
obtidos por secagem e/ou desidratacdo e/ou
laminagdo e/ou fermentacdo e/ou concentracao
e/ou congelamento e/ou outros processos
tecnoldgicos considerados seguros para a producao
de alimentos. Podem ser apresentados com ou sem
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liquido de cobertura e adicionados de agucar, sal,
tempero, especiaria e/ou outro ingrediente, desde
que nao descaracterize o produto, podendo ser
recobertos” (BRASIL, 2005).

Por outro lado, € necessario que se fagam
estudos para avaliar a qualidade do cupuagu, seja
na polpa ou nos doces. Diante disso, observa-se na
Literatura alguns trabalhos que avaliaram as
propriedades fisico-quimicas, sensorial e
microbiologicas em doces e polpas de cupuagu
(LIRA et al 2012; LEITE et al 2011; FREIRE,
PETRUS & FREIRE, 2009). Convém salientar que a
avaliagao fisico-quimica e sensorial do doce de
cupuacu realizado por Leite e colaboradores (2011)
foi aplicada em amostras preparadas em laboratério.

Diante do exposto, este trabalho avalia as
propriedades fisico-quimicas quanto a umidade,
cinzas, proteina, lipidios, pH e sélidos soluveis totais
do doce industrializado de cupuacgu.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Coleta das amostras

Trés exemplares de cada amostra de doce
de cupuagu artesanal e industrializados foram
adquiridos em supermercados e mercados locais
(Mercado da praia Grande e Mercado Central) de
Sao Luis - Maranhdo. Ap6s as coletas estas foram
transportadas para o Laboratério de Analises Fisico-
Quimicas de Alimentos do Programa de Controle de
Qualidade de Alimentos e Aguas do Pavilhdo
Tecnolo6gico— UFMA para analises.

Andlises das amostras

Os teores de umidade, cinzas, lipidios,
proteinas, sélidos soluveis totais e carboidratos
foram determinados segundo a metodologia
descrita no Manual Técnico do Instituto Adolfo Lutz
(2003). De acordo com este Manual, as analises de
umidade e cinzas sao submetidas ao aquecimento
em estufa e mulfla com temperaturas de 105°C e
550°C, respectivamente, por 4 h. Em relagéo a
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determinacéo de lipidios, a metodologia empregada
foi a de Soxhlet, enquanto as de proteinas pelo
processo de digestao de Kjeldahl. Para
determinacgédo dos solidos soluveis totais empregou-
se um refratdmetro do modelo Quimis 767-B, sendo
os resultados expressos em grau Brix (°Brix). A partir
da subtragao dos resultados obtidos nas analises de
umidade, cinzas, lipidios e proteinas expressos em
termos porcentuais, calcularam-se os resultados
para analise de carboidratos.

O valor do pH, da marca Marte MB-10, foi
determinado em potencidmetro de bancada.

Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos
para avaliagao fisico-quimica foi realizada por meio
do programa PAST, versao 3.0, empregando-se a
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para
comparacdo de médias entre as amostras
industrializadas a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises fisico-quimicas das amostras de
doce de cupuacgu industrial foram realizadas em
triplicatas e os resultados estao descritos na tabela
1.

Comparando-se os resultados obtidos para o
valor de umidade com o porcentual de umidade
descrito pela R.D.C 272/05, observa-se que as trés
amostras ndo estdo em conformidade, pois os
valores estédo acima do estabelecido pela legislagao.
Isso implica afirmar que a concentragdo de agucar
nos doces esta significativamente baixa, uma vez
que ha relacao entre umidade e concentragdo dos
doces. Valores baixos de umidade permitem a
proliferagédo de microrganismo, além de acarretar
um menor tempo de conservagao.

Em contrapartida, segundo Grizotto, Aguirre
e Menezes (2005), teores elevados de umidade
indicam auséncia da etapa de secagem durante a
producédo de estruturados. Convém salientar que o
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Tabela 1 - Resultado das analises de doce de cupuacu artesanal e industrial

Pardmetros Marca A (%) Marca B (%) Marca C (%) Resolugdo
272/05*

Umidade 27,33+2,886° 27,80+ 1,311 27,46+ 0,907 ° 12%
Lipidios 0,42 £ 0,006 ° 0,09 +0,01° 0,42 +0,01° -
Cinzas 0,36+ 0,015 ° 0,27 +0,010° 0,36 £0,020 ° -
Proteinas 1,74+ 0,057 ° 1,71 +0,040° 1,74 +0,077 ° -
Sdlidos soluveis 61,20+£1,417° 61,00+ 2,000 60,23+ 0,351 ° -

(em °Brix)
pH 4,10+ 0,100 ® 3,80 +0,115° 4,10 £ 0,208 © 4,5

Média de trés repeti¢cées analiticas * desvio padriao. Médias com mesmo expoente, na mesma linha, ndo sao
estatisticamente diferentes (p > 0,05) pela ANOVA e teste de Tukey.

Comparando-se os resultados obtidos para o
valor de umidade com o porcentual de umidade
descrito pela R.D.C 272/05, observa-se que as trés
amostras nao estdo em conformidade, pois os
valores estdo acima do estabelecido pela legislagédo.
Isso implica afirmar que a concentragédo de acgucar
nos doces esta significativamente baixa, uma vez
que ha relacdo entre umidade e concentragéo dos
doces. Valores baixos de umidade permitem a
proliferacdo de microrganismo, além de acarretar
um menor tempo de conservagao.

Em contrapartida, segundo Grizotto, Aguirre
e Menezes (2005), teores elevados de umidade
indicam auséncia da etapa de secagem durante a
producao de estruturados. Convém salientar que o
trabalho realizado por esses autores consistiu na
analise das polpas estruturadas de abacaxi, manga
e mamao.

Outro parametro que se relaciona com a
umidade é o teor de s6lidos soluveis. Segundo Alves
e colaboradores (2012), quanto maior o teor desses
sélidos, menor serd a umidade e vice-versa. Nas
amostras analisadas desse trabalho, observou-se
que a marca A (61,20%) obteve o maior valor.
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Porém, quando comparado com os resultados
obtidos por Leite e colaboradores (2011), que foram
de 63 a70%, estes ainda est&o baixos.

A justificativa para explicar as divergéncias
nos resultados é dada por Santos e colaboradores
(2002). Segundo os autores, o teor de sdlidos
soluveis pode variar com a intensidade de chuva
durante a safra, fatores climaticos, variedade, solo,
adicao eventual de agua durante o processamento
por alguns produtores, causando a diminuicao dos
teores de solidos soluveis no produto final. Outras
causas podem explicar a falta de uniformidade de
qualidade das polpas de cupuacgu, tais como
descritas na referida Instrugcdo Normativa; por
exemplo, processamento inadequado, utilizagéo de
mao de obra ndo qualificada na producéo e baixa
qualidade da matéria-prima.

A analise de cinzas permite verificar os
minerais presentes. Os resultados obtidos para
cinzas foram constantes para as marcas A e C
(0,36%) e menor para a marca B (0,27%). Estes
resultados estdo abaixo dos obtidos na polpa de
cupuacu dos trabalhos de Freire e colaboradores
(2009) e Lira e Colaboradores (2012) que foram
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respectivamente 0,74 e 1,25%. Para Alves e
colaboradores (2011), baixos valores na analise de
cinzas implicam no maior refinamento das polpas,
além de indicar a auséncia de adulterantes.

Os valores de lipidios foram constantes para
as marcas A e C (0,42%) e menor para marca B
(0,09%). Os valores obtidos nesse estudo séo
semelhantes ao encontrado no trabalho de Brito
(2012) no doce de buriti que foi de 0,66%.

Para o pH, observa-se que os valores foram
constantes para as marcas Ae C (4,1) e menor para
marca B (3,8). De acordo com a resolugéo R.D.C.
272/2005 esses valores estdo em conformidade,
pois o limite maximo estabelecido é de 4,5. Contudo,
o valor ideal é 3,0 a 3,4 para doces. Isso é
confirmado por Martins e colaboradores (2007) que
menciona que os doces sdo resultantes do
processamento adequado das partes comestiveis
das frutas adicionados de agucares, agua, pectina
(0,5% a 1,5%) e ajustador de pH (3,0 2 3,4), além de
outros ingredientes e aditivos permitidos pela
legislacao até alcancar a consisténcia adequada.

Se por um lado os resultados do estudo de
pH estdo em conformidade com a Resolugéo, por
outro lado diferem quando comparados com outros
trabalhos. Os valores obtidos nesse trabalho estao
acima dos valores encontrados na polpa do cupuagu
dos trabalhos de Costa e colaboradores (2003) e
Freire e colaboradores (2009), pois ambos foram de
3.4.

Com relacao as proteinas, as quantidades
foram constantes para as marcas Ae C (1,74%), e
menor para marca B (1,71%). Contudo, os valores
obtidos nesse trabalho estdo acima dos resultados
obtidos por Freire e colaboradores (2011), que foi de
0,76%. Segundo Villachica e colaboradores (1999),
a polpa do cupuagu & pobre em proteinas e
gorduras, pois estes apresentam valores que sao
respectivamente de 1,92 € 0,48%.

Os resultados obtidos a partir do Teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% mostrou que

nao ha diferengas significativas nas amostras
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analisadas.

CONCLUSAO

Levando-se em consideracao que os doces
de cupuacu sao preparados para conservagao maior
dos alimentos, observou-se que as amostras
analisadas ndo estdo em conformidade com a
resolugcdo R.D.C. 272/2005, no que diz respeito a
umidade, embora esteja em conformidade com
valores obtidos para pH.

Quando comparado com outros trabalhos
que avaliaram somente a polpa, observou-se
divergéncias nos parametros de soélidos soluveis
totais, cinzas e proteinas. Isso mostra que o local de
cultivo do fruto, posteriormente a retirada da polpa e
as etapas de processamento do doce influenciam
nos resultados, embora os doces sejam produzidos

a partirda polpa.
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Resumo

Enzimas pectinoliticas de origem microbiana tem demonstrado papel importante em
processos biotecnoldgicos, sendo largamente aplicadas na industria de alimentos, como por
exemplo, no processo de extragéo de 6leos e sucos de frutas, na fermentacao de café e cha e na
produgao de vinhos tintos obtendo-se um produto com mais cor e favor e maior estabilidade. Neste
contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a capacidade de uma linhagem de levedura, isolada
de polpa de maracuja, para degradar pectina citrica em diferentes condi¢des de cultivo. Para isto,
foram realizados ensaios, variando-se a temperatura e o pH usando um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR). Aatividade pectinolitica total (TPA) varioude 0,6 a 1,21 U/mL e de 0,68
a 2,8 U/mL, para tempo de incubagéo de 48 e 96 h, respectivamente. Contudo, as variaveis pH e
temperatura, ndo apresentaram influéncia ao nivel de 10% de significancia.

Palavras chave: Atividade pectinolitica, pectina citrica, levedura.

Abstract

Microbial pectinolytic enzymes play an important role in the current biotechnological area, widely
used in food industry, with applications such as fruit juice and oil extraction, coffee and tea
fermentation, improvement of chromaticity and stability of red wines. Therefore, the aim of this work
was to assess the capacity, of one yeasts strain isolated from passion pulp, to degrade citrus pectin
in process conditions. These tests were performed varying pH and temperature, using Central
Composite Rotatable Desgin (CCRD). The total pectinolytic activity (TPA) values observed were
0.6-1.21 U/mLand 0.68-2.8 U/mL obtained at 48h and 96 h incubation time, respectively. However
not any variables showed significantinfluence overit.

Keywords: Pectinase activity, citrus pectin, yeasts.
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INTRODUGAO

Durante centenas de anos, os
microrganismos foram usados para fornecer
produtos diversos como, péaes, cerveja, vinho,
bebidas destiladas, vinagre, queijos, e outros
materiais fermentados. Esses processos foram
originalmente desenvolvidos para preservagao de
frutas, vegetais e leite, mas acabaram culminando
na elaboragdo de produtos sofisticados que
atendem ao nosso paladar. Uma segunda fase da
biotecnologia surgiu com a primeira Guerra Mundial,
que resultou num salto na importancia econémica
dos microrganismos, especialmente pela produgao
de glicerol e acetona, utilizados na fabricagdo de
municdo. Esses eventos foram seguidos pelo
desenvolvimento dos processos fermentativos, de
bioconversao e processos enzimaticos (DEMAIN,
2000).

Assim, um dos principais exemplos de
processos biotecnoldgicos industriais, em
ascenséo, € a obtencao de enzimas, as quais sao
produzidas, principalmente por microrganismos
devido as dificuldades de extragdo destas enzimas
de tecidos animais e vegetais. (CARVALHO, 2012).

As principais vantagens das enzimas de
fermentacédo em relacdo as de extragdo sao: 1)
producédo independente injuncdes sazonais e
geograficas; 2) possibilidade de utilizagao de
matérias-primas baratas; 3) os rendimento de
producdo podem ser maximizados por meio do
aprimoramento das linhagens microbianas e
otimizacdo das condigbes de fermentacao
(SCRIBAN, 1985).

As pectinases formam um grupo de enzimas
que degradam substancias pécticas, pertencentes a
familia das polissacaridases. Sdo amplamente
distribuidas em plantas superiores onde atuam
alterando as substancias pécticas durante os
processos naturais de amadurecimento de algumas
frutas (CARMO, 2013). Estas enzimas também sao
produzidas por fungos filamentosos, bactérias e
leveduras (UENOJO e PASTORE, 2007) insetos e
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nematodeos (CARMO, 2013).

As leveduras sao conhecidas por serem 0s
microrganismos com maior capacidade de produzir
poligalacturanases. Dentre as diversas espécies de
leveduras, Aureobasidium pullulans é apontada
como aquela que apresenta melhor desempenho na
produgdo de enzimas pécticas, seguindo-se as
espécies Rhodotorula dairenensis e Cryptococcus
saitoi (MERIN et al. 2015; SAMAGACI et al. 2015).

De acordo com o mecanismo de acgao as
pectinases sao classificadas em: 1)
protopectinases, que hidrolisam a protopectina
insolUvel originando pectina soluvel, 2) esterases
que catalisam a desesterificacdo da pectina pela
remogédo dos grupos metoxilicos, e 3)
despolimerases que catalisam a clivagem hidrolitica
das ligacdes a (1,4) das cadeias glicosidicas no
acido D — galacturénico (JAYANI, SAXENA e
GUPTA, 2005).

As enzimas pectinoliticas exercem
importante papel, podendo ser aplicadas nas
industrias processadoras de suco aumentando a
quantidade de suco livre, a estabilizacao e
clarificagédo dos mesmos, na fabricagéo de vinhos
(obtendo-se um produto com mais cor e flavor, além
de maior liberacdo de compostos fendlicos),
alimentos infantis, extracdo de Oleos vegetais,
fermentagéo de cha, café, cacau e fumo, e na
industria téxtil no tratamento de fibras brutas
vegetais (RIZZATTO, 2004). Além disso, tais
enzimas também podem ser aplicadas no
tratamento de residuos vegetais, decompondo e
reciclando os mesmos (BARRAGAN et al. 2014;
JAYANI, SAXENAe GUPTA, 2005).

Dentre as vantagens existentes na utilizagéo
de enzimas, destacam-se a sua alta especificidade,
as condicoes suaves de reacao e a reducao de
problemas ambientais e toxicolégicos. Com relagéo
as vantagens do emprego de enzimas na industria
de alimentos, destacam-se a rapidez de acéo, a
inexisténcia de toxidez, a baixa concentracéo, a
atuacao sobre um substrato especifico e o
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desenvolvimento de reac¢des em temperaturas e
pH's brandos, que sdo necessarios a manutencao
da estrutura desejada e outras propriedades do
alimento. As condi¢bes brandas de processamento
também minimizam o gasto de energia (COELHO,
SALGADO e RIBEIRO, 2008; FERREIRA, 2012).

A inibicdo e estabilidade enzimatica
constituem um grande desafio em processos
biotecnologicos, sendo influenciadas por diversos
fatores ambientais, fisicos e quimicos, tais como pH
do meio, temperatura de incubacao, fontes de
carbono, aeracdo, concentracdo de substrato,
sistema multienzimas, presenca de inibidores
/ativadores, tempo de contato dentre outros
(BARRAGAN et al. 2014; PEREIRA, 2012).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo,
avaliar a producédo de pectinases, em cultivo
submerso por uma linhagem de levedura,
verificando-se a influéncia do pH e da temperatura
na atividade das enzimas pectinoliticas.

Material e Métodos

Producao de pectinase em cultivo submerso

A linhagem MJ 18 foi selecionada para os
ensaios de producao de pectinase por ter
demonstrado capacidade de hidrolisar pectina em
meio solido, em ensaios realizados anteriormente.
Esta linhagem foi isolada de polpa de maracuja, e faz
parte da colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia Aplicada, da Universidade Federal do
Tocantins (UFT). O pré-indculo foi obtido em caldo
Sabouraud-glicose (5% de glicose), incubado sob
agitacdo a 200 rpm, por24 ha 28°C.

O inéculo foi centrifugado (10000 g/30 min), o
sobrenadante foi desprezado, e a biomassa foi
ressuspendida em 10 mL de tampéo acetato 0,5
mol.L" em diferentes valores de pH.

A biomassa (1,5 x 10" células/mL) de
levedura foi inoculada em frascos contendo 100 mL
de meio liquido contendo 0,5% de peptona e 5% de
pectina citrica, variando-se pH e temperatura,
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segundo planejamento experimental proposto. Os
frascos foram incubados em diferentes
temperaturas sob condi¢des estaticas utilizando-se
banho-maria termostatizado. Para o controle do pH
foi utilizado tamp&o acetato (0,5 mol.L"). Foram
retiradas amostras no tempo zero (logo apés adigéo
do inoculo) e com 48 e 96 h de incubagdo. A
biomassa foi separada por centrifugacao (10000
g/30 min) e o sobrenadante (extrato enzimatico
bruto) foi armazenado sob refrigeracdo para ser

utilizado nos ensaios de atividade enzimatica.

Efeito das variaveis

Por meio de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) com dois fatores e cinco
niveis, (com 4 pontos axiais e 3 repeti¢cdes do ponto
central) totalizando 11 ensaios, foram avaliados os
efeitos das variaveis pH (3,5 a 5,5) e temperatura (
30°C a 50°C) na producao de pectinases. A Tabela 1
mostra as variaveis e faixas analisadas. Para se
determinar se houve diferenga significativa na
atividade pectinolitica em funcdo do pH e da
temperatura, foi feita Analise de Variancia (ANOVA)
a 90% de confianga. Os dados foram analisados
através do programa 10.6 Statistica (10)
(STATSOFT, 2015).

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi verificada
incubando-se 500 pL do extrato enzimatico bruto
com 500 pL de solug¢ado de pectina citrica (1%, pH
4,5) a 50°C por 30 min, segundo Oikawa et al.
(1997). Logo apo6s foram adicionados 2 mL de
solugcdo de DNS (acido dinitrossalicilico), a mistura
foi mantida em ebuli¢do por 5 min, e em seguida foi
resfriada. Foram adicionados 10 mL de agua
destilada em cada tubo e a absorbéancia
determinada a 540 nm. Uma unidade (U) de
pectinase foi considerada como a quantidade de
enzima capaz de produzir 1 pmol de acucar de
acucar redutor por mL por minuto, expresso em

acido galacturénico.
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Tabela 1

Valores de pH e temperatura utilizados no planejamento completo para produgédo de pectinase.

Niveis pH Temperatura
-1.41 (-0) 3,5 30
-1 3,8 33
0 4,5 40
+1 5,2 47
+1,41 (+a) 5,5 50

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Pectinolitica

Os resultados dos ensaios de atividade
enzimatica sao apresentados na Tabela 2. Para o
tempo de incubacéao de 48 horas, a atividade total de
pectinase (TPA) variou de 0,6 U.mL" (ensaio 3, pH
3,8eT=47°C)a1,21U.mL" (ensaio11,pH4,5eT=

40 °C). Com 96 h de incubagdo observou-se um
acréscimo na atividade para grande parte dos
ensaios (excecgao condigdo experimental 1), sendo
os valores minimo e maximo obtidos de 0,68 U.mL"
(ensaio 1,pH 3,8; T=33°C) e2,8 U.mL" (ensaio 2,
pH 5,2; T = 33 °C e ensaio 4, pH 5,2; T = 47 °C),
respectivamente.

Tabela 2
Resultados da atividade total de pectinase (U/mL) para cada ensaio.

Ensaio pH Temperatura 48 horas de 96 horas de
incubacao incubacao
1 3,8 33 0,76 0,68
2 5,2 33 1,14 2,80
3 3,8 47 0,60 0,84
4 5,2 47 0,83 2,80
5 3,5 40 0,69 2,73
6 5,5 40 0,69 0,92
7 4.5 30 0,66 2,57
8 4,5 50 0,85 0,86
9 4,5 40 0,80 2,28
10 4.5 40 0,92 2,05
11 4.5 40 1,21 2,23
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Todavia, conforme a Analise de Variancia
(p<0,10) ndo houve diferenca significativa nas
faixas de pH e temperatura estabelecidas, sendo
assim tais parametros nao influenciaram na
atividade enzimatica, e a diferengca numérica
presente pode ser oriunda em fungdo de outras
interferéncias no processo.

De acordo com Oliveira (2015), as leveduras
produzem diferentes enzimas pectinoliticas
(poligalacturonases, pectina-liases e pectato-
liases), sendo a expressdo das mesmas decorrente
de fatores ambientais como pH, temperatura,
concentragcdo de substrato e caracteristicas
genéticas. Neste sentido uma vez que as condigdes
de pH e temperatura avaliadas nado foram
estatisticamente significativas, pode-se supor que a
presenca de outros compostos oriundos da
hidrélise da pectina presente no meio reacional
tenham influenciado o processo, como agentes
indutores, justificando a maior atividade enzimatica
obtida, para grande parte dos ensaios, em um
tempo de incubacao de 96 horas.

No que concerne a temperatura, os
resultados obtidos podem estar relacionados com o
que foi observado por Carvalho (2007), o qual
ressalta que o extrato bruto enzimatico € mais
tolerante ao aquecimento do que as enzimas
purificadas, sugerindo que fatores proteicos ou
impurezas, ndo identificados, estabilizariam as
enzimas contra a desnaturagao térmica.

Por conseguinte, o pH &€ um parametro
importante na produgdo e manutencao das
pectinases, pois propicia modificagdes
conformacionais no sitio ativo das enzimas,
resultando na redugédo ou aumento da afinidade do
mesmo pelo substrato. Além disso, a atividade
pectinolitica varia ainda com a estabilidade de cada
enzima frente a diferentes valores ou faixas de pH
(CARVALHO, 2007). Sandri, Fontana e Silveira,
(2014), ao avaliarem a influéncia do pH na atividade
de poligalacturonases produzidas por Aspergillus
fumigatus, observaram diferentes
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comportamentos, conforme a variagao do pH no
meio reacional, na atuac¢cdo de endo-
poligalacturonases (endo-PG) e exo-
poligalacturonases (exo-PG). Estas mostraram
desempenho 6timo na faixa de pH entre 4,0-6,0,
enquanto para aquelas as melhores condigbes
foram observadas em pH 4,0 e pH 5,0. Silva e
colaboradores (2005), ao analisarem a atividade de
enzimas pécticas produzidas a partir de leveduras
isoladas de frutos tropicais, obtiveram a
predominancia de poligalacturonases (PG), sendo
a atividade maxima das mesmas obtidaempH4,5e
5,5 (24.0 ymol de &cido poligalacturdnico. min™.ug
proteina™) para as linhagens Kluyveromyces
wickerhamii e Kluyveromyces marxianus,
respectivamente.

Ainda conforme, Oskay e Yalgin (2015), PG
produzidas por K. marxianus apresentaram elevada
estabilidade em pH 5,5 a 45°C por um tempo de 50
minutos, observando-se que 100% da atividade
enzimatica foi mantida. Assim, tal caracteristica
corrobora com os resultados obtidos no presente
trabalho, sendo possivel que as enzimas em estudo
apresentem uma condi¢ao de atuagao 6tima dentro
de uma faixa de pH, e ndo um valor pontual,
justificando os resultados obtidos.

Ainda neste contexto, segundo Peixoto
(2006), estudos mais detalhados com relagéo a
composi¢ao dos meios de cultura e de crescimento
do in6éculo bem como a agitagdo [...] dentre outros
parametros, devem ser realizados para otimizagao
da producao de enzima.

Conforme Barragan et al. (2015) a atividade
de algumas pectinases é dependente da presenca
de ions Ca”. Por conseguinte, Oliveira et al. (2006),
mostraram que a secreg¢ao de pectinases, é
dependente do monossacarideo que se adiciona ao
meio. A secregao de poligalacturonase por células
de Saccharomyces cerevisae foi reprimida pela
glicose, e induzida por galactose, sendo 0 mesmo
observado em culturas de leveduras, tais como,
Cryptococcus albidus e Kluyveromyces marxianus.
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Os estudos de Lima (2006) mostraram que a
producao, bem como, a atividade especifica de cada
enzima péctica, produzida a partir de Aspergillus
tubingensis (LUC40F4C1), esta condicionada a
temperatura e ao tempo de cultivo. Para um periodo
de incubacgao de 96 h, a 25 °C foi observou-se que a
atividade de pectinesterases (PE) foi crescente,
atingindo 3,91 U.mL". Apesar do comportamento
diferenciado, com oscilagbes nas atividades, as
EndoPG e ExoPG, também apresentaram, para o
mesmo periodo de tempo, os maiores niveis de
atividade, 0,2112 U.mL" e 0,2209 U.mL",
respectivamente. A 30 °C todas as enzimas foram
produzidas por Aspergillus tubingensis
(LUC40F4C1), determinando-se em 96 h os maiores
niveis de PE (4,16 U.mL"), EndoPG em 72 h (0,3352
U.mL") enquanto ExoPG, em 48 h (0,3025 U.mL").
Para fermentacdo conduzida a 40°C o
microrganismo produziu as enzimas durante todo o
periodo de crescimento. As atividades maximas de
PE, Exo-PG foram verificadas em 48 h, sendo 1,96
U.mL" e 0,1554 U.mL", respectivamente. A Endo-
PG mostrou maior atividade em 24 h, 0,1447 U.mL".

Cabe salientar, que os dados obtidos no
presente trabalho mostram um interessante
potencial da linhagem MJ 18 para a producgéo de
pectinase, quando os mesmos sdo comparados
com dados da literatura. Oskay e Yalgin (2015)
analisaram a producédo de pectinases em cultivo
submerso, por uma linhagem de levedura
(Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109), sendo
avaliada a influéncia dos parametros pH (3,5 -7),
temperatura (20-45 °C) e tempo de incubacgéo. Nas
condicbes 6timas de fermentacéo (pH 6; T=30°C e
tempo de incubacgédo de 48 h) a cepa em estudo
apresentou atividade pectinolitica de 4,8 U.mL™"; 2,2
UmL"e 1,8 UmL", para meio contendo pectina
citrica, farelo de trigo e residuos de uva,
respectivamente.

Ao analisar a producéao de
poligalacturanases por linhagens de leveduras
selvagens isoladas de sementes de cacau,
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Semagaci et al. (2015), alcangaram uma atividade
maxima de 3,75 U.mL". As cepas em estudo
mostraram comportamento diferente frente as
variacbes de pH e temperatura. As linhagens
YS165 e YS201 apresentaram maxima producgéo
de pectinases a 30 °C em pH 6,0, observando-se
redugdo na sintese enzimatica na faixa de
temperaturade 35a40°C e pH 8,0. Comportamento
adverso foi obtido para as linhagens YS 128 e YS
202, sendo a maxima atividade enzimatica obtida a
35°C em pH 5, as leveduras mostraram perda na
capacidade de producdo das enzimas em pH
alcalino,emtornode 7,0.

Piemolini-Barreto, Anténio e Echeverrigaray
(2015), estudaram a atividade pectinolitica de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 na
producdo de suco, como funcdo do pH e da
temperatura, e obtiveram atividade 6tima em pH 4,8.
A linhagem em estudo apresentou 80% da maxima
atividade quando submetida a faixa de pH entre 4,4-
5,2. Em condigcbes mais acidas (pH 3,2-3,6) a
atividade de K. marxianus NRRL-Y-7571 foi 70% do
valor obtido na condicdo 6tima. No que concerne a
temperatura, a maxima atividade foi obtida a 40 °C,
sendo observada uma boa atividade na faixa de 30-
40°C.

Barragan et al. (2015) afirmam ainda que a
condicao de temperatura ideal para producéo de
pectinase por cepas de Bacillus, por exemplo, esta
relacionada com a espécie do referido
microrganismo. Para Bacillus spp. a temperatura
o6tima para produgdo e atividade de enzimas
pécticas esta entre 50 e 60°C, para as espécies
Bacillus stearothermophilus, tal valor é de 60°C,
enquanto para as espécies Bacillus cereus e
Bacillus subtilis a temperatura 6tima encontra-se
em torno de 50°C. Conforme Piemolini-Barreto,
Anténio e Echeverrigaray (2015), o pH 6timo para
producado e atividade de pectinases pode ser
influenciado pelo tipo de substrato utilizado no
cultivo, além da temperatura e concentragdo de

coenzimas.
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Rossi et al. (2015), ressaltam que
parametros como concentracédo de substrato, pH e
temperatura influenciam na ag¢do de pectinases
obtidas a partir de Aspergillus oryzae IPT-301. Os
trés parametros atuam interferindo na velocidade da
reagdo, enquanto os dois ultimos influenciam
diretamente na estabilidade do complexo
pectinolitico.

Apesar das variaveis pH e temperatura nao
demonstrarem influéncia significativa na atividade
de pectinases produzidas pela linhagem MJ 18,
observou-se que a TPAde 2,8 U.mL" foi obtida para
pH 5,2 nas temperaturas 33 °C e 47 °C. Semagaci et
al. (2015), ao estudar a atividade de pectinases,
obtidas a partir de leveduras, destacaram que a cepa
YS 201 foi a Unica capaz de produzir pectinases para
faixa de pH 3,0 — 6,0, mostrando a capacidade de
atuacao da mesma em uma ampla faixa de pH. Tais
caracteristicas sdo favoraveis, por exemplo, em
pesquisas direcionadas a producao de produtos
alimenticios uma vez que durante o processamento
dos mesmos observa-se uma faixa de operagéo
para tais parametros e nao apenas o valor
estabelecido na condicao o6tima. Ademais, a
atividade pectinolitica da linhagem MJ 18, pode ser
avaliada em outras faixas de pH e temperatura,
como também em relagao a outros parametros, tais
como fonte de nitrogénio e carbono, stress osmoético,
capacidade de atuagéo frente a variados teores de
etanol.

CONCLUSOES

A linhagem MJ 18 demonstrou capacidade
de secretar enzimas pécticas extracelulares, as
quais apresentaram potencial para hidrolisar pectina
citrica em meio liquido em todas as faixas de pH e
temperatura propostas, segundo planejamento
experimental.

As variaveis utilizadas nos experimentos da
avaliacdo da atividade pectinolitica, pH e

temperatura, ndo foram significantes para as faixas
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estudadas.

A partir do presente trabalho, verificou-se
que a linhagem MJ 18 é uma fonte promissora para
producdo de enzimas pécticas, uma vez que a
produgdo das mesmas foi realizada em curto
periodo de tempo e em meio de fermentagéo
simples, demonstrando assim potencial para
aplicagbes de interesse biotecnoldgico e industrial.
Além disso, outras faixas de pH e temperatura
podem ser avaliadas, podendo-se ainda manter
outras variaveis em estudo.
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