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RESUMO - Pectinases foram produzidas em meio sólido, em biorreator de tambor 

rotativo, por Aspergillus niger, extraídas em água e concentradas por 

ultrafiltração. A atividade enzimática em função da temperatura e pH de reação 

mostraram valores ótimos em pH 4,0 e 60
o
C. No ensaio de estabilidade frente à 

temperatura, as enzimas apresentaram atividades relativas de 76,1 e 19,5% após 

1h de incubação a 50 e 60
o
C, respectivamente. No tratamento enzimático de suco 

de uva, o desempenho da preparação experimental foi comparado ao de enzimas 

comerciais. Todas as preparações testadas mostraram efeito positivo semelhante 

na redução de sólidos insolúveis, viscosidade, turbidez e aumento do grau de 

clarificação do suco, com ganho significativo em relação à amostra sem adição de 

enzimas. O teor de polifenóis totais nos sucos tratados com as enzimas comerciais 

foi reduzido em torno de 20%, enquanto a preparação experimental não 

apresentou diferença significativa em relação ao suco controle, revelando seu 

grande potencial de aplicação no processamento de sucos de frutas. 

 

1. INTRODUÇÃO 

O potencial biotecnológico das enzimas pectinolíticas microbianas tem atraído atenção 

em todo o mundo devido às suas muitas aplicações. As pectinases possuem grande destaque 

na indústria de alimentos, sendo usadas, principalmente, na maceração dos tecidos vegetais.  

Também são utilizadas em outros processamentos industriais, como na indústria têxtil, no 

processamento do café, na extração de óleos vegetais, no tratamento de águas residuárias 

contendo material pectínico, na extração e clarificação de sucos de frutas e na indústria de 

papel (Jayani et al. 2005; Gummadi & Panda, 2003; Shanley et al. 1993).  

As substâncias pécticas são responsáveis pela consistência, turbidez e aparência dos 

sucos de frutas, causando um considerável aumento na viscosidade, o que dificulta a operação 

de filtração e, consequentemente, a concentração do produto (Echavarría et al. 2011; Alkorta 

et al. 1997). Para minimizar esse problema, as enzimas pectinolíticas podem ser usadas em 

diferentes estágios da produção de sucos. Na etapa de maceração, são capazes de aumentar o 

rendimento a partir da polpa e melhorar a qualidade do produto final. Na etapa de 

despectinizaçao, ocorre aumento da clarificação, redução de viscosidade e turbidez, 

promovendo maior estabilidade durante a estocagem (Landbo & Meyer, 2004; Grassin & 

Fauquemberg, 1996). No trabalho de Díaz et al. (2013), o tratamento de suco de laranja com 

extrato pectinolítico produzido por cultivo em estado sólido promoveu redução significativa 

de turbidez quando comparada a uma preparação comercial. Rinaldi et al. (2013) mostraram 
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que o tratamento com enzimas pectinolíticas resultou em aumento de duas vezes na extração 

de polifenóis e redução de 40% na turbidez. Sandri et al. (2011) constataram que o tratamento 

dos sucos de maçã e mirtilo com pectinases produzidas por A. niger promoveu aumento na 

clarificação, sem afetar o teor de compostos fenólicos e a capacidade antioxidante dos sucos. 

No mesmo trabalho, ainda foi mostrado que o extrato pectinolítico obtido por cultivo em 

estado sólido apresentou resultados superiores ao extrato produzido em cultivo submerso por 

uma linhagem de A. oryzae. Nur‘Aliaa et al. (2011) demonstraram que o uso de pectinases 

favorece as características físico-químicas do suco de pitaia (fruto de cactos), aumentando o 

conteúdo de proteínas e polifenóis totais. Segundo Sandri et al. (2013), um fator importante, 

que deve ser levado em consideração, no desempenho das enzimas são as características do 

substrato, já que a mesma variedade da fruta pode apresentar diferentes valores de acidez, pH 

e conteúdo de inibidores, afetando, assim, os resultados.  

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar um extrato 

pectinolítico produzido por uma nova linhagem de A. niger, em cultivo em estado sólido, com 

respeito às faixas ideais de pH e temperatura com vistas à sua aplicação na obtenção de suco 

de uva.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Produção de pectinases por A. niger em cultivo em meio sólido  

O meio usado no cultivo consistiu de farelo de trigo, pectina cítrica, glicose e sais 

nutrientes. Após autoclavado a 1atm por 15 minutos, o meio foi inoculado com suspensão de 

esporos de A.niger LB-02-SF (10
7
conídios por grama de meio úmido), sendo a umidade inicial 

ajustada em 53%.  

Os cultivos foram realizados em biorreator de tambor rotativo em escala de laboratório 

(Polidoro et al. 2009), com massa de substrato úmido de 1100 g, correspondendo a uma 

ocupação média de 30% do volume útil disponível. A frequência de agitação empregada foi 

de 1rpm, por 5 minutos a cada 2 h. O reator foi aerado com ar úmido, à vazão de 0,36 L 

ar.Kg
-1

meio.min
-1

, a 30°C, nas primeiras 24 h e posteriormente a 25°C até 96 h. Ao final do 

cultivo, as enzimas foram extraídas do meio sólido em água pH 4,0, em agitador recíproco 

(200 rpm, 60 min, 20
o
C), e concentradas por ultrafiltração com membrana polimérica com 

ponto molecular de corte de 10 kDa (MILLIPORE, EUA). 

 

2.3 Atividade enzimática em função da temperatura e pH 

As condições de pH e temperatura em que ocorre a atividade máxima foram medidos 

para o extrato enzimático experimental. Os valores de pH testados variaram de 2 a 7 e os 

valores de temperatura de 20 a 80
o
C.  

A termoestabilidade do extrato pectinolítico a diferentes temperaturas (30 a 50
o
C) 

também foi avaliada.  Os valores de atividade residual medidos em diferentes tempos foram 

plotados e a constante de inativação da enzima foi calculada pela linearização da equação de 

Arrhenius (1) : 
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kt)/ln( ot AA      (1) 

onde At é atividade de pectinase no tempo t (Uml
-1

) e Ao é a atividade de pectinase no 

início do ensaio (Uml
-1

), k é a constante de inativação e t é o tempo em minutos. Com o valor 

de k, o tempo de meia vida t1/2 em minutos pode ser calculado (2):  

kt /)2ln(2/1       (2) 

 

2.4 Tratamento enzimático de suco de uva - Maceração  

Uvas da variedade bordô foram higienizadas, pesadas e acondicionadas em embalagens 

plásticas onde foram levemente esmagadas para facilitar a ação das enzimas. Duas 

preparações comercias (Novozym 33095 e Pectinex Ultra SP-L) e o extrato enzimático (EE) 

produzido neste trabalho foram utilizados na etapa de maceração realizada por 45 minutos a 

45
o
C.  O volume de soluções de enzimas adicionado foi calculado com base na atividade de 

cada preparação, sendo utilizadas 25 unidades enzimáticas por 100g de fruta. Os tratamentos 

enzimáticos e o ensaio controle foram realizados em duplicata. Os sucos foram extraídos por 

prensagem através de filtros de poliéster, aquecidos a 100
o
C por 1 minuto para interromper a 

ação das enzimas e, em seguida, centrifugados.  

 

2.3 Métodos Analíticos 

A atividade enzimática de pectinases totais foi determinada pela medida da redução da 

viscosidade de solução de pectina cítrica (CP KELCO S.A., Brasil) 0,5 % (m/v), em tampão 

acetato 0,05 M pH 4. Uma unidade de pectinases totais é definida como a quantidade de 

enzima que causa a redução de 50% da viscosidade da solução e expressa em U/mL.  

O pH do suco foi medido em pHmetro. O grau de clarificação foi determinado com base 

na intensidade de cor medida por absorbâncias a 420, 520 e 620 nm (Sandri et al., 2013). A 

viscosidade foi medida em viscosímetro a 30 
o
C e a turbidez foi determinada em turbidímetro. 

O teor de polifenóis totais foi determinado por quantificação espectrofotométrica, pelo 

procedimento Folin-Ciocalteau de Singleton & Rossi (1965), com modificações.  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Caracterização das condições ótimas de reação e estabilidade térmica 

do extrato enzimático  

As enzimas apresentam faixas características de temperatura e pH em que ocorrem as 

suas máximas atividades.  No processamento de sucos de frutas, o processo se limita à 

variação de temperatura, já que o pH é naturalmente constante e não pode ser variado. 

Portanto, o extrato enzimático fúngico obtido por cultivo em estado sólido foi caracterizado 

quanto ao pH e temperatura de reação em que ocorre a maior atividade (Fig 1).  A atividade 

em função do pH foi máxima no valor de 4,0. Para os valores de pH 2,0 e 3,0, a atividade 

relativa foi de 80%, enquanto que para pH acima de 5,0 a atividade reduziu para menos de 
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40% da condição padrão. Esse resultado indica a possibilidade de aplicação do extrato, já que 

a maioria dos sucos de frutas apresenta pH menor que 4. 

Entre as temperaturas testadas (20 a 80
o
C), houve um aumento da atividade relativa 

com o incremento até 60 
o
C. Temperaturas entre 40 e 60

o
C são comuns no processamento de 

sucos de frutas, nas etapas de  maceração e clarificação. No caso de aplicação do extrato 

enzimático, o perfil de atividade com o aumento de temperatura auxilia na identificação da 

faixa de temperatura em que a enzima sofre desnaturação. 
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Figura 1 - Atividade de pectinases totais em função do pH (30 

o
C) (a); e temperatura (pH 4). 

Letras diferentes (a-e) indicam diferença estatisticamente diferente (p < 0,05). 

 

Além da temperatura de reação, há a necessidade de caracterizar-se a 

termoestabilidade das enzimas. Como mostra a Tabela 1, o extrato pectinolítico mostrou-se 

estável nas temperaturas de 20 e 30 
o
C. Com o aumento da temperatura, ocorreu redução 

gradual da atividade relativa, sendo que a 60 
o
C, apenas 17% da atividade é mantida após 120 

min de incubação do extrato. Esses resultados são similares aos de Silva et al. (2007) em que 

o extrato pectinolítico fúngico produzido em CES apresentou em torno de 60% e 18% da 

atividade ao final de 60 minutos a 45
o
C e  60

o
C, respectivamente. Com os dados de k e t1/2, foi 

possível estimar a termoestabilidade da enzima em diferentes temperaturas. As temperaturas 

de 40 e 50 
o
C, geralmente utilizadas no processamento de sucos de frutas, apresentaram t1/2 

suficientes para a realização da etapa de clarificação, por exemplo. Para enzimas comerciais, 

Ortega et al. (2004) relatam t1/2 de 200 a 30 min na temperatura de 50
o
C. Esses dados variam 

de acordo com as propriedades químicas e bioquímicas que caracterizam as enzimas, as quais 

são definidas em função do microrganismo produtor e condições de cultivo empregadas na 

produção (Jayane et al., 2005). 

 

Tabela 1 - Efeito da temperatura na atividade enzimática, constante de desnaturação e 

tempo de meia vida. *Atividade medida após 1h.  

  

Temperatura (
o
C) 

Atividade 

relativa (%)* 
k (min

-1
) R

2
 t1/2 (min) 

30 98,8 0,00085 0,944 815,5 

40 84,8 0,0097 0,948 233,4 

50 71,6 0,00645 0,938 97,2 

60 19,5 - - - 
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3.2 Efeito do Tratamento Enzimático de Sucos de Uva - Maceração  

O tratamento enzimático no processamento de sucos é uma prática comum. No 

processamento de sucos de uva, na etapa de maceração, por exemplo, as uvas já esmagadas 

são aquecidas e a preparação enzimática é adicionada (Filho, 2010).  As enzimas comerciais 

Pectinex Ultra SP-L® e Novozym 33095 (Novozymes) foram usadas como parâmetro de 

comparação para o extrato enzimático experimental (EE) na maceração de suco de uva. Na 

Tabela 2, encontram-se informações sobre as enzimas comercias e o extrato EE. A dosagem 

de cada enzima foi estipulada com base nos valores de atividade medidos, sendo adicionadas 

25 unidades de enzima para cada 100 g de uva. 

 Tabela 2 - Preparações enzimáticas empregadas neste trabalho na extração de suco de uva.  
 

Enzima 
TPA 

a 

(U/mL) 

Linhagem 

produtora 

pH 

ótimo 

Temperatura 

ótima (
o
C) 

Dosagem 

(ml/ton) 

Novozym  

33095 
b
 

2500 
A. aculeaus 

A. niger 
3,5 - 4,2 60 50 - 250 

Pectinex 

Ultra SP-L 
b
 

1640 A. aculeaus 3,5 - 4,2 60 100 - 200 

EE 340 A. niger 4 
a
 50 - 60 

a
 nd  

a - Dados obtidos em laboratório; b - dados fornecidos na ficha técnica do produto; nd - não definido, EE - extrato 

experimental formulado com 50% (m/m) de glicerol 

 

 Enzimas pectinolíticas produzidas por A. niger em cultivo em estado sólido têm sido 

empregadas no processamento de sucos de frutas, mostrando resultados comparáveis às 

enzimas comerciais (Díaz et al., 2011, Sandri et al., 2013). O extrato obtido neste trabalho, 

também produzido por A. niger, apresentou resultados estatisticamente iguais aos 

apresentados pelas enzimas comerciais, como mostra a Tabela 3. As enzimas apresentaram 

efeito positivo na redução de sólidos insolúveis, redução de viscosidade, turbidez e aumento 

da clarificação variando significativamente da amostra controle (sem adição de enzimas). 

Tabela 3 - Parâmetros analisados na etapa de maceração do processamento de suco de uva. 

 

Enzima pH 
Rendimento 

(%) 

Sólidos 

Insolúveis 

(%) 

Viscosidade  

(cp) 

Clarificação  

(abs) 

Turbidez  

(NTU) 

Polifenóis 

Totais 

(EAG/100mL) 

Controle 3,24
a
 75,5 ± 1,9

b
 3,7 ± 0,3

a
  3,43 ± 0,10

a
  0,403 ± 0,05

a
 139,3 ± 23

a
 8425 ± 613

a
  

A
N33095 3,23

a
 79,1 ± 1,3

a
 2,3 ± 0,1

b
 1,84 ± 0,14

b
 0,209 ± 0

b
 48,1 ± 2,1

bc
 6495 ± 88

b
 

B
Pectinex 3,27

a
 77,3 ± 0,3

b
 2,3 ± 0

b
 1,89 ± 0,07

b
 0,323 ± 0,02

ab
 43,1 ± 4,6

c
 6851 ± 310

b
 

F50 3,25
a
 74,2 ± 0,3

b
 2,5 ± 0,2

b
 1,99 ± 0,01

b
 0,290 ± 0,02

ab
 63,1 ± 3,4

b
 9271 ± 358

a
 

A - Novozym 33095; B - Pectinex Ultra SP-L. Letras diferentes (a-c) indicam diferença significativa em nível de 5% 

(p < 0,05). 

O nível de sólidos insolúveis pode variar de 4 a 8 % dependendo da intensidade dos 

tratamentos de separação e prensagem realizados (Filho, 2010). Segundo os Padrões de 
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Identidade e Qualidade fixados para o suco de uva, esse limite é de no máximo 5% (v/v) 

(Brasil, 2000). No caso, o método utilizado na extração do suco, gerou presença de sólidos 

insolúveis em torno de 2,5 % em todos os tratamentos enzimáticos, o que estaria de acordo 

com a legislação.  

Redução de viscosidade em torno de 45% foi obtida em relação ao suco controle para 

todas as preparações enzimáticas testadas. A redução da viscosidade obtida pelo tratamento 

enzimático possibilita maior eficiência em etapas como a filtração por membranas, por 

exemplo, já que reduz a formação de fouling, evitando quedas acentuadas do fluxo de 

permeado (Machado et al,. 2012, Maktouf et al., 2014).  

Os valores de absorbância medidos para avaliar a clarificação indicam que o tratamento 

enzimático apresenta um papel importante na hidrólise de compostos pectinolíticos e 

celulolíticos contribuindo para o aumento da clarificação do suco em relação ao suco controle, 

o que, nesse caso, foram de 48, 20 e 28% para as preparações Novozymes 33095, Pectinex 

Ultra SP-L e EE, respectivamente. Já os valores de turbidez foram reduzidos em mais de 50%. 

Segundo Pinelo et al., (2010), a turbidez é reduzida devido ao efeito das pectinases na 

degradação de substâncias pécticas, que são reduzidas em pequenas frações que se aglomeram 

e precipitam.  

As enzimas pectinolíticas degradam os polissacarídeos presentes na parede celular da 

casca da uva liberando cor e compostos fenólicos (Romero-Cascales et al., 2012). Porém, o 

teor de polifenóis totais encontrado nos sucos tratados com as enzimas comerciais foi 

reduzido em torno de 20% quando comparado ao suco controle. Essa redução pode estar 

relacionada com a formação de complexos proteína-polifenóis (Rinaldi et al., 2013) e a uma 

capacidade enzimática secundária (Zielinski et al., 2014). Já a preparação EE, produzida neste 

trabalho, não apresentou diferença significativa no teor de polifenóis em relação ao suco 

controle. Sandri et al., (2013) obtiveram resultados similares utilizando extrato pectinolítico 

produzido por A. niger, mantendo o teor de polifenóis superior ao obtido pela enzima 

comercial Pectinex Be Color na clarificação de suco de mirtilo. O resultado obtido com o EE 

para o teor de polifenóis totais é muito positivo, já que essas substâncias já demonstraram 

efeitos de proteção à saúde humana contra diversas doenças (Oszmiański et al., 2011).     

4. CONCLUSÕES  

O extrato enzimático produzido por A. niger em cultivo em estado sólido, ainda que em 

escala laboratorial, apresentou desempenho similar ao de preparações enzimáticas comerciais 

na preparação de suco de uva. Esse resultado reafirma o potencial de desenvolvimento de um 

produto alternativo aos atualmente disponíveis no mercado que, na sua grande maioria, são 

importados pela indústria brasileira. 
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