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RESUMO

As enzimas pectinoliticas ou pectinases formam um grupo heterogéneo de enzimas que
hidrolisam as substancias pécticas, sdo usadas na extracao de suco de fruta e sdo usadas
nos processos de clarificacdo, reducao da turbidez e viscosidade dos sucos, dentre outras
aplicacdes. Essas enzimas sdo produzidas por fungos filamentosos dentre eles se destaca
o Aspergillus niger, que é a espécie mais comumente utilizada. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a utilizacdo da casca da macd como substrato para producdo de
pectinase em estado sélido utilizando Aspergillus niger. As etapas da metodologia
foram pré-tratamento e caracterizacdo da casca da magd, obtencdo, isolamento e
identificacdo do microrganismo, fermentacdo em estado sélido e os ensaios de
clarificacdo e reducéo de turbidez foram realizados em triplicatas e os resultados foram
comparados com uma enzima comercial. O teor de pectina encontrado nas casca da
maca foi cerca de 14,91% + 0,02 mostrando que a casca da maca é uma alternativa de
substrato para a producgdo de pectinase, o teor de solidos solaveis foi 14°Brix, a umidade
é 28,83% £ 0,064 tal valor indica que ndo ha necessidade de manutencdo da umidade
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durante a fermentacgéo, o pH 4,4 indica uma condicédo favoravel para o crescimento dos
microrganismos sem que haja necessidade de manutengdo. O microrganismo foi obtido
através da bioprospeccdo realizada em casca da macd, o isolamento foi feito
identificando quais das colbnias obtinham as caracteristicas de uma coldnia de
Aspergillus niger e foram cultivadas em meio BDA a identificacdo realizada foi
morfologica. A fermentagdo em estado solido foi realizada por 120 horas, nas quais
foram retiradas aliquotas a cada 24 horas. O extrato bruto enzimatico obtido apds o
processo fermentativo de removeu 77,16 % de turbidez e clarificou 70,4 % a amostra
analisada, enquanto a enzima comercial removeu 74,4 % de turbidez e para ensaios de
clarificacdo o resultado foi 64,8 %. Tais resultados comprovam que a viabilidade da
producdo de pectinase a partir da casca da maca na producdo de enzimas pectinoliticas
produzidas por fermentagdo em estado sélido pelo Aspergillus niger.

Palavras-chave: pectinase, fermentacéo, residuo.

ABSTRACT

Pectinolytic enzymes or pectinases form a heterogeneous group of enzymes that
hydrolyze pectic substances, are used in the extraction of fruit juice and are used in the
processes of clarification, reduction of turbidity and viscosity of juices, among other
applications. These enzymes are produced by filamentous fungi. Among them,
Aspergillus niger stands out, which is the most commonly used species. This work aimed
to evaluate the use of apple peel as a substrate for producing solid state pectinase using
Aspergillus niger. The steps of the methodology were pre-treatment and characterization
of the apple peel, obtaining, isolation and identification of the microorganism, solid state
fermentation and the clarification and turbidity reduction tests were carried out in
triplicates and the results were compared with a commercial enzyme. The pectin content
found in the apple peel was about 14.91% + 0.02 showing that the apple peel is an
alternative substrate for the production of pectinase, the content of soluble solids was 14
° Brix, the humidity is 28.83% + 0.064 this value indicates that there is no need to
maintain moisture during fermentation, pH 4.4 indicates a favorable condition for the
growth of microorganisms without the need for maintenance. The microorganism was
obtained through bioprospecting performed on apple peel, isolation was done by
identifying which of the colonies obtained the characteristics of a colony of Aspergillus
niger and were grown in BDA medium, the identification performed was morphological.
Solid state fermentation was carried out for 120 hours, in which aliquots were removed
every 24 hours. The crude enzymatic extract obtained after the fermentation process
removed 77.16% of turbidity and clarified 70.4% of the analyzed sample, while the
commercial enzyme removed 74.4% of turbidity and for clarification tests the result was
64.8% . Such results prove that the viability of pectinase production from apple peel in
the production of pectinolytic enzymes produced by solid state fermentation by
Aspergillus niger.

Keywords: pectinase, fermentation, residue.

1 INTRODUCAO
A macd, fruto da macieira, possui forma de globo, sabor agridoce e coloragdo

verde ou vermelha. Seu principal consumo é na forma fresca, mas o processamento € bem
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aceito, como sucos, geleias, vinagre, doces (SEBRAE, 2019). Possui diversas
caracteristicas importantes desde a importancia na manutencao da sadde controlando a
glicemia, hidratando e repondo energias, reduzindo niveis de colesterol, auxiliando na
salde bucal, a maca € rica em vitaminas, fibras e fundamental para manter uma dieta
saudavel (VALOR MEDICINAL, 2019).

No Brasil, a producéo de maca tem aumentado muito nos Gltimos anos e estima-
se uma producéo de 1,2 milhdo de toneladas (MORAIS, 2018; MOTTA e MOTTA,
2019). O suco é considerado um dos principais produtos obtido do processamento da
maca. A cadeia produtiva da macd é organizada verticalmente, ou seja, uma mesma
empresa geralmente comporta desde a producdo de mudas até a venda do produto final,
seja a magd in natura ou os residuos para a industria (MOTTA e MOTTA, 2019). O
residuo, bagaco (casca, polpa, semente), de acordo com Nunes (2016), representa em
torno de 25% do peso do fruto, e tem como destino final ou aterros sanitarios ou €
utilizado na suplementacdo de adubos. Mas estudos estdo sendo realizados de modo a
aproveitar melhor esse subproduto da inddstria para producdo de alcool, bebidas
alcodlicas, fibras para enriquecimento de alimentos (SEBRAE, 2019).

Dentre os componentes da casca da macd, destaca-se a pectina, composta por
complexos de polissacarideos que sao utilizadas na fabricacdo de geleias, como
espessantes, estabilizantes, emulsificantes (FiB, 2014).

As enzimas responsaveis pela quebra da pectina sdo conhecidas como enzimas
pectinoliticas ou pectinases e sdo empregadas nas industrias téxteis, de extracdo de 6leos
e, principalmente, nas industrias de sucos diminuindo o tempo de clarificacdo e
aumentando a eficiéncia da extracdo. Dentre os produtores dessas enzimas estao os fungos
da espécie Aspergillus niger (ROCHA, 2010). Assim sendo, este trabalho tem por
objetivo avaliar a utilizacdo da casca da maca como substrato para producéo de pectinase

em estado solido utilizando Aspergillus niger.

2 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida foi de acordo com o Fluxograma.
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Figura 1: Fluxograma da metodologia aplicada
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Preparo do Residuo

As cascas foram lavadas em agua corrente, e depois separadas das cascas. Essas
serdo limpas e trituradas e peneiradas. O residuo umido foi disposto em bandejas de
aluminio e levados a estufa com circulagéo de ar a temperatura de 60°C por um periodo
de 30 horas em camadas de aproximadamente 0,5 cm, para chegar-se ao residuo seco

da casca da maca.

Caracterizacéo do Residuo
A caracterizacdo fisico-quimica dos residuos quanto a densidade aparente, pH,
umidade, cinzas, sélidos sollveis, aglcares redutores e pectina, foi realizada conforme

procedimentos descritos a seguir.

Densidade Aparente

Para determinacdo da densidade aparente pesou-se 100 gramas dos residuos que
foram colocados em proveta para determinar o volume ocupado, sem haver

compactacao (Correia, 2004). A densidade aparente é expressa na Equacgéo 1.

Densidade aparente =m

\'

Onde:m é massa pesada (g) e € o volume da solugcdo (mL).
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pH
Preparou-se uma suspensao com 10mL de dgua destilada e 1,0 g da amostra sélida.
Apds homogeneizacdo a suspensdo foi deixada em repouso por um periodo de 30

minutos, depois o pH foi mensurado em potencidmetro digital, previamente calibrado

com as solugdes padrdes (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

Umidade

Pesou-se de 2 g da amostra em cépsula de porcelana previamente tarada. A
mesma foi aquecida durante 3 horas a 105°C. Resfriou-se em dessecador até a

temperatura ambiente, pesou-se. A umidade foi calculada conforme a Equacéo 2.

100 * N (2)
P

Umidade =

Onde é N € a massa depois do aquecimento e P é a massa ntes do aquecimento.

Teor de sélidos soluveis (°Brix)

Ajustou-se o refratdmetro para a leitura de n em 1,3330 com agua a 20°C, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Transferiu-se de 3 a 4 gotas da amostra
homogeneizada para o prisma do refratdmetro. Circulou-se agua a temperatura
constante pelo equipamento, de preferéncia a 20°C, no tempo suficiente para equilibrar
a temperatura do prisma e da amostra e mantenha a agua circulando durante a leitura,

observando se a temperatura permanece constante.

Pectinas

Transferiu-se 200 ml da solucdo da amostra, para um béquer de 400 ml. Ela foi
evaporada em banho-maria até cerca de 25 ml. Esfriou-se. Adicionou-se 3 ml de acido
sulfarico 0,5 M e adicionou-se lentamente, 200 ml de etanol anidro. Deixou-se em
repouso por 10 horas e filtrar. Lavou-se o filtro com 50 ml de alcool a 95%. O precipitado
foi transferido para o mesmo béquer em que foi feita a evaporacdo, com o auxilio de um
jato de agua quente. Evaporou-se até reduzir a 40 ml. Esfriou-se. Posteriormente, foi
adicionado 5 ml de solugéo de hidroxido de sodio a 10% e 5 ml de 4gua. Ficando em
repouso por 15 minutos. Logo apos adicionado 40 ml de &cido cloridrico (1+9). Ferveu-

se por 15 minutos e filtrou-se.
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O precipitado foi transferido para um bequer de 200 ml, com auxilio de um jato
de 4gua quente. Apds lavado bem o papel de filtro com dgua quente. Completou-se com
agua o volume de 40 mL. Esfriou-se. Adicionou-se 5 ml de solucdo de hidréxido de
sodio a 10% e 5 ml de agua que ficou em repouso por 15 minutos.

Logo apds adicionou-se 49 mL de 4gua e 10 mL de acido cloridrico (1+9). Ferva
por 5 minutos. Filtrar em cadinho de Gooch que tenha sido previamente aquecido por
30 minutos em mufla a 550°C e resfriado até a temperatura ambiente em dessecador
com cloreto de calcio anidro, pesado. A amostra foi aquecida por 30 minutos em mufla
a 550°C. Depois de resfriada a mesma foi pesada. A perda de peso dara a quantidade de

acido péctico (Equacao 3).

100+N
P

= (%) de acido péctico (3)

Onde: N é massa final e P é a massa inicial de amostra.

Isolamento e identificacdo do microrganismo

Os microrganismo foram obtidos de modo natural a partir da casca da macé, a
mesma foi colocada em recipentes fechados sob o abrigo de luz. Posteriomente foram
feitos repiques a fim de se obter coldnias caracteristicas tipicas Aspergillus niger. A
identificacdo do microrganismo foi realizada através das analises das caracteristicas
macromorfoldgicas sdo elas o tamanho da col6nia, caracteristicas dos bordos, textura,

relevo e pigmentacao.

Fermentacdo em estado sélido

O cultivo em estado solido foi conduzido em bandejas contento 80 g de meio
so6lido, os mesmo foram inoculados com suspensdo de esporos de A.niger. Aeragdo foi
feita a partir de bombas de aquario que injetavam ar, para um garrafa que continha uma

solucéo de agua e lcool iodado para garantir a assepsia do meio evitando contaminacao.

Extracao enzimatica

Os tratamentos dos extratos enziméticos foram feitos através da centrifugacdo nas
condigdes de 180 rpm e 30 minutos. As aliquotas que foram centrifugadas continham o
substrato e tampéo acetato (200 mM pH = 4,0) e foram retiradas em triplicata de cada

reator no intervalo de tempo de 24 horas. Posteriormente o suco natural de maca Gala foi
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utilizado para a avaliacdo dos extratos enzimaticos de A. niger, produzidos em cultivo em
estado solido. Com 1 ml de sobrenadante e 6 mL de suco a incubagdo foram definidos
como temperatura e o tempo de incubagdo para os testes os valores 50°C e 60 minutos
respectivamente, tais valores foram escolhidos as referéncias bibliograficas de trabalhos

semelhantes com pectinases e o Aspergillus niger.

Ensaios realizados

Os ensaios nos biorreatores foram conduzidos por 120 horas e com a utilizagéo da
casca da macd como meio. Os extratos enzimaticos brutos obtidos foram testados na
clarificacdo de suco macd Gala (Mahus domestica) em comparacdo com a enzima
comercial Pectinez Ultra SP-L (Nocozymes Latin America Ltda). As frutas foram
adquiridas em um mercado local e higienizadas com agua. O suco foi obtido com auxilio
de um liquidificador (Mondial) e ndo foi adicionado agua na sua preparacdo. As amostras
de sucos de macé foram condicionadas em tubos e para 6,0 mL de suco foi adicionado 1
mL dos extratos enzimaticos, sendo a dosagem utilizada de 1 unidade de pectinase totais
por mL de suco. O tempo de incubacéo dos devidos tratamentos enzimaticos foi de 60

minutos, a 50 °C.

Ensaios de turbidez

Em pequenas aliquotas de 6 ml de suco de maca foram adicionadas a 1 ml de
extrato enzimaticos que ap6s o procedimento de incubacéo citado anteriormente, retirou-
se 500 puL em frascos de ensaios de turbidez e adicionou-se em tubos de ensaios de
turbidez e foi adicionada dgua destilada. Apds a homogeneizacgéo da solucao foram feitas
as andlises de turbidez. O suco tratado com os extratos brutos foi comparado com o suco
tratado com enzima comercial Pectinex Ultra SP-L quanto a diminuic¢do da turbidez. A
reducéo da turbidez foi calculada pela Equagéo 4.

Redugéo da turbideZ (%) = Turb sSuco controle — Turb suco tratado * 100 (4)
Turb suco controle

Onde: Turb suco controle € a turbidez do suco que nédo foi tratado, Turb suco
tratadado € turbidez do suco tratado com extrato enzimatico.
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Ensaios de clarificacdo

A clarificacdo do suco de maca gala foi determinada por intensidade de cor,
medida em espectrofotémetro, metodologia adaptada por Sandri (2010). A leitura das
amostras foi realizada nos comprimentos de onda de 440 e 520 nm contra agua. O
comprimento de onda de 440 nm corresponde & cor amarela decorrente de oxidacao de
polifendis; a medida de 520 nm refere-se a cor vermelha, resultante da presenca de
antioxidantes da fruta. O suco tratado com os extratos brutos foi comparado com o suco
tratado com enzima comercial Pectinex Ultra SP-L quanto ao aumento da clarificacéo.

A intensidade de cor (IC) do suco foi expressa como a soma das absorbancias a
440 nm e 520 nm (Equagéo 5).

|C=Abs4a0+AbSs20 (5)

A clarificagéo, expressa em percentual de clarificagéo, foi determinada em fungéo
da intensidade de cor do suco controle e do suco tratado (Equacéo 6).

Clarificacéo (%) = 1C suco controle - 1C sucotratado * 100 (6)

IC suco controle

Onde: IC suco controle é a intensidade de cor do suco que néo foi tratado, IC suco

tratado é intensidade do suco tratado com extrato enzimatico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo do Residuo

A producdo de pectinase por Aspergillus niger é induzida pela presenca de
pectina no meio de cultura. Assim, a caracterizacdo dos residuos da casca da maga visa
conhecer a composicdo dos residuos com respeito ao contetdo de nutrientes, que sdo
importantes na sintese da enzima como percentual de pectina, acUcares redutores e
proteina, bem como os parametros que afetam o processo como pH e a densidade
aparente. A caracterizacdo da casca da mac¢a como meio na producao de pectinases por
fermentacdo em estado sélido esta apresentadas na Tabela 1, os dados séo referentes a

base Umida.
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Tabela 1: Caracterizagdo dos residuos da casca da maga em base umida

Parametros Unidade Casca da maca
Analisados

Umidade % 28,83 +£ 0,064
Sélidos soluveis °Brix 14,03 + 0,057
Pectinas % 14,91 + 0,020
pH - 4,4 £ 0,005
Densidade aparente g/mL 0,114 + 0,001

O valor de pH esta de acordo com os determinados por Pagani (2005) para a casca
damacg, (4,4). O pH é uma variavel importante em qualquer processo biolégico, havendo
valores de pH minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento de cada microrganismo.
Geralmente os fungos tém como condic¢éo favoravel de desenvolvimento pH baixo (4,5 —
5,0)). Os residuos aqui estudados apresentam alto teor de pectina sendo de 14,91 % para
o residuo de maca em base Umida. Apresentam o valor de sélidos sollveis de 14° Brix
valor o qual se encontra de acordo com a Pagani (2005). A densidade aparente (0,114
g/mL) revela que os residuos tendem a ndo se compactarem completamente, fator
propicio ao desenvolvimento de microrganismo, visto que 0s espacos vazios criados pelo
residuo geram espacos suficientes para a circulagdo de ar. Tal caracteristica € essencial
tendo em vista que o material sera utilizado como substrato para o processo de

fermentacdo em estado soélido.

Obtencéo, Isolamento e Identificacdo dos Microrganismos

Os microrganismo foram obtidos de modo natural a partir da casca da macé, a
mesma foi colocada em recipentes fechados sob o abrigo de luz. Apds quatro dias a
prospeccao dos microganismos foi feita em capela de fluxo laminar usando como meio
de cultivo a batata dextrose onde os esporos crescidos nas amostras foram espalhados
com alcas de drigalski (Figura 1). Foram nove incubadas a 25°C por um periodo de

quatro dias.
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Figura 1: Propespc¢do de microrganismos que cresceram na casca da maca apo6s 4 dias de incubacdo. (a)
Método de estriamento em placa (b) Captacao dos esporos do microrganismo.

Apbs 4 dias foi observado e analisados que das nove placas (Figura 2a) apenas
quatro apresentaram as caracteristicas morfoldgicas de coldnias de Aspegillus (Figura
2b).

Figura 2: Crescimento microbiano da prospeccédo da casca da maga. (a) apos 4 dias de proscpecccao
(b) placas que apresentaram caracteristicas de colnia de Aspergillus niger.

cece @@
o ©0
‘ Cl

Dessas que possuiam as caracteristicas morfologicas de Aspegillus foram

isoladas cultivadas novamente em capela de fluxo de fluxo laminar nas mesmas
condicBes descritas anteriormente com intuito de isolar colénias de Aspergillus, das

quais todas as nove placas produzidas apresentaram caracteristicas (Figura 3).
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Figura 3: Segundo isolamento.
QO®

Dentre as nove placas ilistradas na Figura 3, foram escolhidas apenas quatro para

a serem analisadas através de microscopios com corante de azul de metileno. O
resultado encontrado nas analises das laminas coradas (Figura 3), mostram
caracteristicas proprias tais como as célula conidiogenica, as hifas, Conidios e
conidiéforo do Aspergillus niger que séo encontradas na literatura de identificacéo de
Aspergillus (Figura 4). Apos a identificacdo dos microrganismos 0s mesmos foram
colocado nos biorreatores, juntamente com as cascas de macads para dar inicio ao

processo de fermentacdo em estado solido.

Figura 4 :Aspectos Gerais e Morfologicos do 4.niger.(a) conidios, (b) hifas (c)

idoforo, (d) Célula idiogenica. (e) Vesicula e (f) condiosforos.

Fermentacdo em Estado Sélido

Os Dbiorreatores foram montados buscam suprir as necessidades do
microrganismo referenciadas sobre o consumo oxigénio (Figura 5a). Para a entrada de
oxigénio foi usada mangueiras que com o auxilio de uma bomba de &quario mandava o
ar esteril contido na garrafa de alimentacéo do biorreator onde havia solugéo esteril de
etanol, agua e iodo para evitar a contaminacao na entrada do biorreator (Figura 5b). A
fim de permitir uma distribuicdo equivalente de oxigénio por todo o reator foram feitos
furos pela mangueira conectada ao fundo do reator. Ja para a saida de ar foi feito furos
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na laterais do reator onde estava conctado uma mangueira que ligava o biorretor para
outra garrafa contendo outra solucdo de esterilizag&o, visto que os fungos identificados
e utilizados podem causar problemas respiratdrios (Figura 5c).

Devido aos fato da casca da macé utilizada no processo possuir cerca umidade
28,83 % (em base umida) e o Aspergillus niger ndo requerer uma alta concentracdo de
umidade ndo foi levado em consideracdo este pardmetro para a umidade, 0 mesmo
aconteceu com o parametro de pH, o pH encontrado na casca da maca era semelhante ao
ideal para o crescimento dos fungos logo néo se fez necessario ajustar os biorreator para
monitorar este para a montagem do biorreator. Para 0s ensaios realizados usou-se a
identificacdo dos reatores de acordo com o coloragdo das grades dos mesmo, ou seja,

verde, laranja e rosa.

Figura 5 Funcioncionamento do biorreator (a) Sistema de biorreator, (b) Entrada de oxigénio, (c) Saida de
oxigénio dos reatores.

(a)

Ensaios realizados

A acdo das enzimas pectinoliticas foi avaliada no tratamento de suco de maga. O
pH do suco in natura, medido em torno de 4,0, também se constitui em uma condicao
favoravel para a acdo do complexo pectinolitico. Como controle, foi utilizada a
preparacdo comercial Pectinex Ultra SP-L (Novozymes Latin America Ltda). As
atividades enziméticas dos extratos enzimaticos produzidos e da preparacdo comercial

foram padronizadas para 0 mesmo valor, de 6 U/mL.

Ensaio de turbidez

Os ensaios de turbidez foram realizados a cada 24 horas por um periodo de 120
horas. Foram analisados os dados de dos 3 biorreatores montados. O valor de turbidez do
Suco controle, ou seja, aquele que ndo recebeu nenhum tratamento foi 708 NTU os
valores de remocdo da turbidez de cada biorretor é apresentado na Tabela 2 esses valores

sdo referentes a reducdo da turbidez por grama de substrato enzimatico ao longo dos dias.
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Tabela 2: Remocdo da turbidez por reator.

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

%Remocédo 64,31 *
da turbidez 0,038 75,90 £ 0,008 76,08 + 2,1 75,54 +0,041 77,16 + 0,013

O valor de turbidez removido pela enzima comercial foi de 74,01% + 0,17. A
partir de 48 horas o resultado do extrato enzimatico obtido no processo ultrapassaram o
desempenho da enzima comercial. O Gréafico 1 demonstra a relacdo das do percentual

removido de turbidez por reator ao longo do tempo em comparacao a enzima comercial.

GRAFICO 1: REMOCAO DA TURBIDEZ
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4.4.2 Ensaio de clarificacao

Os ensaios de clarificacdo foram realizados a cada 24 horas por um periodo de
120 horas. O valor de clarificacdo do suco controle de 0,2837, os valores de aumento da
clarificacdo sdo apresentados na Tabela 3 esses valores sdo referentes ao percentual de
aumento da clarificagdo por grama de substrato enzimatico ao longo das 120 horas.

Tabela 3: Aumento da clarificacdo

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Aumento da
clarificacéo
(%) 62,66% 68,85% 70,04% 69,04% 70,44%

O aumento da clarificagdo proporcionado pela enzima comercial foi 64,8 %, o
desempenho do biorreator ultrapassou o desempenho da enzima comercial em apenas 48

horas.
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O Gréfico 2 demonstra a relacdo do aumento da clarificacdo em porcentagem por

reator ao longo do tempo em comparacéo a enzima comercial.

GRAFICO 2: AUMENTO DA CLARIFICAGAO DO SUCO
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento enziméatico com o0s extratos produzidos experimentalmente
proporcionou resultados estatisticamente semelhantes aos obtidos com a preparacao
pectinolitica comercial, utilizando extrato enzimatico produzido a partir da casca da

maca em cultivo sélido.

Em apenas 72 horas de cultivo os resultados obtidos dos extratos enzimaticos ja
eram superiores em aproximadamente 15% na remocdao da turbidez quando comparado
ao desempenho de uma enzima comercial. Enquanto para o aumento da clarificacdo o
extrato bruto depois de 48 horas ja se apresentava 4% a mais do que o resultados com a
enzima comercial. Tal fato comprova a viabilidade de producédo de pectinase a partir da

casca da macd em fermentacdo em estado solido.
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