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RESUMO 

 

A utilização do extrato aquoso da algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) como substrato para 
processos biotecnológicos torna-se uma estratégia interessante, pois tem composição rica em 
carboidratos e proteínas. As enzimas pectinolíticas são exemplos de enzimas que podem ser 
sintetizadas por fungos filamentosos e têm diversas aplicações industriais. Assim, o presente 
estudo teve como objetivo avaliar o potencial de utilização do extrato aquoso da algaroba como 
substrato para produção de enzimas pectinolíticas a partir de fungos filamentosos. Para 
produção enzimática foram utilizados os isolados fúngicos, Paecilomyces sp. TP08, Aspergillus 
sp. NA01 e Penicillium sp., cultivados em extrato aquoso da algaroba a 1% (v/v) com pH 
ajustado a 5,8. Para os cultivos, foi adicionada uma alíquota de 10% (v/v) de uma suspensão de 
conídios a 1x107conídios/mL em cada um dos frascos de cultivo a um volume final de meio de 
100 mL. Amostras foram retiradas a cada 24 h para verificação da atividade enzimática para 
cada um dos isolados fúngicos. O cultivo foi acompanhado pela determinação do crescimento 
microbiano (método da biomassa seca), pela determinação do consumo de substrato (método 
DNS) e, pela atividade enzimática utilizando como substrato específico a pectina cítrica a 0,5% 
(p/v) em tampão acetato (pH 5,5). O extrato aquoso da algaroba (lote 2018 e lote 2023) foi 
caracterizado quanto à quantidade de sólidos solúveis totais, de açúcares redutores totais e de 
pectina para verificação do potencial de utilização como substrato na produção de enzimas 
microbianas. Assim, o extrato de algaroba (lote 2018) apresentou conteúdo de sólidos solúveis 
totais igual a 28 ºBrix e açúcar redutor total igual a 210g/L e para o extrato de algaroba (lote 
2023) foi determinado 19ºBrix e 180g/L de açúcares redutores totais. Portanto, considerado 
fonte significativa de açúcares para o desenvolvimento de microrganismos em processos 
biotecnológicos. A quantidade de pectina na forma de pectato de cálcio encontrado neste 
trabalho foi de 0,262 e 0,784, respectivamente, para os extratos de algaroba a 10% (lote 2018) 
e 1% (lote 2023).  O suco de maçã apresentou SST de 16,1 ºBrix e o suco de caju 6,0 ºBrix. Em 
relação à produção de pectinases, os resultados indicam que Aspergillus sp. NA01, no quarto 
dia, apresentou uma produção de 2,460 U/mL. Assim como o rápido consumo dos açúcares, 
apresentando melhores resultados em relação à produção de pectinases, seguido do Penicillium 
sp.e do Paecilomyces sp. TP08, respectivamente. Houve redução nos valores de absorbância 
em 440 nm e 520 nm para os sucos tratados em relação ao controle. Essa clarificação foi 
calculada em 0,26% e 0,21% para os sucos de maçã e caju, respectivamente. Portanto, os 
resultados obtidos foram comparados entre as espécies fúngicas, dando destaque para a espécie 
fúngica Aspergillus NA01 sp. demonstrando que a produção de enzimas pectinolíticas a partir 
do extrato aquoso da algaroba representa uma abordagem promissora na indústria 
biotecnológica. Os resultados mostram que o complexo enzimático produzido pelo isolado 
Aspergillus sp NA01, em extrato aquoso de algaroba, pode atuar como agente clarificante em 
sucos de fruta, como caju e maçã. 
 
Palavras-chave: enzimas fúngicas; Paecilomyces sp.; Aspergillus sp.; Penicillium sp.; 
substratos de baixo custo; isolados fúngicos.  

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The use of the aqueous extract of mesquite (Prosopis juliflora (Sw.) DC) as a substrate for 
biotechnological processes becomes an interesting strategy, as it has a composition rich in 
carbohydrates and proteins. Pectinolytic enzymes are examples of enzymes that can be 
synthesized by filamentous fungi and have several industrial applications. Thus, the present 
study aimed to evaluate the potential for using mesquite aqueous extract as a substrate for the 
production of pectinolytic enzymes from filamentous fungi. For enzyme production, the fungal 
isolates Paecilomyces sp. TP08. Aspergillus sp NA01, and Penicillium sp, cultivated in 1% 
(v/v) mesquite aqueous extract with pH adjusted to 5.8. For cultures, an aliquot of 10% (v/v) of 
a conidial suspension at 1x107conidia/mL was added to each of the culture flasks to a final 
medium volume of 100 mL. Samples were taken every 24 h to check enzymatic activity with 
the fungal isolates. The cultivation was monitored by the determination of microbial growth, 
dry biomass method, by the determination of substrate consumption, DNS method and by 
enzymatic activity using 0.5% (w/v) citrus pectin in acetate buffer as a specific substrate (pH 
5.5). The aqueous extract of mesquite (lot 2018) presented an amount of TSS equal to 28 ºBrix, 
which means that the solution has enough fermentable carbohydrates to be used as a substrate 
in transformation processes through microbial action. The determination of the ART of 210 g/L 
of complex sugars proves the amount of sugars present in the sample in terms of glucose. In the 
same sense, the TSS and ART content in the aqueous extract (lot 2023) was determined, 19 
ºBrix and 180 g/L, respectively, considered a significant source of sugars for the development 
of microorganisms in biotechnological processes. The amount of pectin in the form of calcium 
pectate found in this work was 0.262 and 0.784, for mesquite extracts at 10% and 1%, 
respectively. Apple juice had an SST of 16.1 ºBrix and cashew juice 6.0 ºBrix. Regarding the 
production of pectinases, the results indicate that Aspergillus sp. NA01, on the fourth day, 
presented a production of 2,460 U/mL. As well as the rapid consumption of sugars, showing 
better results in relation to the production of pectinases, followed by Penicillium sp. and 
Paecilomyces sp. TP08, respectively. There was a reduction in absorbance values at 440 nm 
and 520 nm for the treated juices in relation to the control. This clarification was calculated at 
0.26% and 0.21% for apple and cashew juices, respectively. Therefore, the results obtained 
were compared between fungal species, highlighting the fungal species Aspergillus NA01 sp. 
demonstrating that the production of pectinolytic enzymes from mesquite aqueous extract 
represents a promising approach in the biotechnology industry. The results show that the 
enzyme complex produced by the isolate Aspergillus sp NA01, in aqueous mesquite extract, 
can act as a clarifying agent in fruit juices, such as cashew and apple. 
 
Keywords: fungal enzymes; Paecilomyces sp.; Aspergillus sp.; Penicillium sp.; low-cost 
substrates; fungal isolates.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) é uma árvore amplamente distribuída no 

Brasil e em outros países, sendo considerada uma espécie invasora em algumas regiões. A 

mesma adaptou-se facilmente ao clima semiárido do Nordeste brasileiro, em que se pode 

destacar como seus principais usos o reflorestamento de matas e o uso da madeira na indústria 

de móveis. Já as vagens são importante fonte de carboidratos (75,22%) e proteínas (13% de 

proteína bruta) (BORGES, 2004; SILVA et al., 2007). A polpa doce das vagens e as sementes 

concentram cerca de 34-39 % de proteínas e 7-8 % de óleos. Na alimentação humana, a algaroba 

é utilizada na fabricação de farinhas e melados, em substituição a alguns alimentos 

convencionais como farinha de trigo, café e rapadura (RIBASKI et al., 2009).  

As vagens da algaroba, devido sua composição rica em nutrientes, podem ser 

utilizadas como fonte de substrato para o crescimento de microrganismos de interesse 

industrial. O extrato aquoso da algaroba., como substrato para processos biotecnológicos, este 

sendo uma alternativa interessante, pois poucos são os relatos na literatura nacional (MUNIZ, 

2009; PEDREIRA et al., 2022) e internacional (NJOKWENI et al., 2019; SALEH, ABU-

DIEYEH, 2021; MK et al., 2023) da sua utilização para obtenção de bioprodutos. Embora, 

alguns dos seus resíduos, como cascas e sementes, venham sendo explorados para a produção 

enzimática.  

Estudos anteriores destacaram o potencial da utilização do bagaço obtido da extração 

aquosa de suas vagens e/ou o seu próprio extrato aquoso como substrato para a produção de 

enzimas pectinolíticas por meio de processos fermentativos devido à composição rica em 

sacarose, glicose, algumas proteínas e ainda pectinas existentes na vagem da algaroba 

(VIJAYARAGHAVAN et al., 2016; SHARMA, 2016). 

As enzimas têm diversas aplicações industriais e são amplamente utilizadas 

(ANDRADE et al., 2018). Em particular, as pectinolíticas são utilizadas nas indústrias vinícolas 

e de sucos de frutas, o que resulta na redução da viscosidade dos sucos, dentre outros parâmetros 

(UENOJO e PASTORE, 2007). Já as proteases são utilizadas na indústria farmacêutica, no 

processamento de alimentos, na produção de extratos de leveduras, e em bebidas (como 

cervejas resistentes ao congelamento), por exemplo (SINGH et al., 2016; TAVANO et al., 

2018).  

Numerosos fungos e leveduras filamentosos, incluindo Aspergillus niger (EL 

ENSHASY et al., 2018), Aspergillus oryzae (KETIPALLY et al., 2018), Aspergillus awamori 

(PRAVEEN, 2020), Aspergillus sojae (MANGRIO et al., 2023), Trichoderma viridiae (YASIN 
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et al., 2022), T. virens (SILVA et al., 2022), Penicillium sp. (AHMED e RAHMAN, 2021) e 

Paecilomyces sp. (ANDRADE et al., 2023), têm a capacidade de fabricar pectinase.  

Para explorar esse potencial, o presente estudo teve como hipótese que o extrato de 

algaroba pode ser utilizado como substrato para a produção de enzimas pectinolíticas usando 

os fungos filamentosos. Nesse sentido, foram utilizados isolados fúngicos como Penicillium 

sp., Paecilomyces sp. TP08 e Aspergillus sp., para verificar suas habilidades de produzir 

enzimas microbianas induzidos para composição do extrato aquoso das vagens de algaroba. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1. OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a produção de enzimas pectinolíticas a partir do extrato aquoso da algaroba 

usando os fungos filamentosos Penicillium sp., Paecilomyces sp. TP08 e Aspergillus sp. NA01. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 

• Verificar dentre os isolados estudados qual terá maior habilidade de produção de 

pectinases nas condições de processo utilizadas. 

• Verificar o potencial de utilização do extrato aquoso de algaroba na produção de 

pectinases; 

• Determinar as atividades de pectinases;  

• Verificar a potencial aplicação do caldo enzimático produzido em processo de 

clarificação de suco de frutas.



15 

3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 ALGAROBA  

 

O gênero Prosopis L. compreende 44 espécies de árvores e arbustos de médio porte, 

nativos da África, Ásia, América do Norte e do Sul (Figura 1). Estas espécies são membros da 

família Fabaceae, subfamília Mimosoideae. Prosopis é um gênero que pode ser encontrada em 

129 países do mundo, principalmente em climas quentes, secos e semiáridos. Das 44 espécies 

do gênero Prosopis L., pelo menos 19 são conhecidas por serem danosas às suas áreas de 

distribuição, sendo as outras espécies benéficas (DAKHIL et al., 2021). Possui crescimento 

rápido (5–10 m), sendo considerada uma árvore tropical nativa de áreas livres de geadas do 

Peru, América Central e Caribe (Figura 3.1).  

 

Figura 3.1– Distribuição mundial da P. juliflora 

 
Fonte: Dakhil et al. (2021) 

 

Em seus locais de origem, também é utilizado como alimento para humanos e animais 

devido à sua alta produtividade de vagens e excelentes qualidades nutricionais (MENDES, 

1988). As vagens de P. juliflora, ou seu farelo, são amplamente utilizadas na alimentação de 

bovinos leiteiros e de corte, com bons resultados nutricionais e econômicos devido à sua 

palatabilidade e conteúdo nutricional (RUÍZ-NETO et al., 2020; RAM et al., 2022; ALMEIDA 

et al., 2022). 

 Além disso, a árvore (Figura 3.2) é capaz de fixar nitrogênio graças aos seus extensos 

sistemas de raízes principais laterais rasas e profundas Prosopis juliflora, Prosopis glandulosa, 
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Prosopis velutina e seus híbridos na África do Sul e na Austrália estão entre as espécies 

invasoras mais conhecidas do gênero (DAKHIL et al., 2021).  

 

Figura 3.2 –Algarobeira 

 
Fonte: Ribaski et al. (2009). 

 

A dispersão natural do gênero no Brasil está centrada no extremo sul de Mato Grosso 

do Sul, onde ocorre P. rubriflora E. Hassler, no sudoeste do Rio Grande do Sul, onde são 

encontradas P. affinis e P. nigra, e em uma pequena área entre os estados de Pernambuco e 

Piauí, onde é encontrada P. ruscifolia (SILVA, 1988). Allem e Valls (1987) indicam a presença 

de P. algarobila, P. rubriflora, P. ruscifolia e P. fiebrigii Harms como forrageiras nativas no 

Pantanal mato-grossense, ampliando ainda mais a dispersão natural de espécies de Prosopis no 

Brasil. Prosopis juliflora é a espécie encontrada tanto em populações subespontâneas quanto 

cultivadas no Nordeste do Brasil.  

A única espécie de algaroba cultivada na região Nordeste do Brasil é Prosopis 

juliflora. Os plantios são feitos em sistemas puros ou consorciados com o objetivo principal de 

gerar ração e lenha. Existe uma estimativa de mais de 500 mil hectares; no entanto, nem a 

superfície das árvores de algaroba plantadas e/ou regeneradas nem o potencial dos locais onde 

se encontram são inventariadas (Silva et al., 2007). A Tabela 3.1 traz a classificação taxonômica 

da algaroba:  
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Tabela 3.1 - Classificação taxonômica da Prosopis juliflora. 
Classificação taxonômica 

Reino Plantae 
Sub – reino Viridiplantae 

Divisão Magnoliophyta 
Classe Magnoliopsida 
Ordem Fabales 
Família Fabaceae 
Gênero Prosopis 
Espécie Prosopis juliflora 

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007). 
 

Segundo a taxonomia, P. juliflora pertence à família Fabaceae, que representa um dos 

maiores grupos de angiospermas. Sua principal característica é a presença de frutos em forma 

de vagem, embora haja algumas exceções. A família Fabaceae inclui espécies arbóreas e 

herbáceas anuais, muitas das quais são altamente valiosas para alimentação e comércio (feijão, 

soja, etc.) (YANDA et al., 2022). Além disso, está classificada na classe das magnoliopsidas, 

que se trata de uma classe de plantas vasculares que produzem flores e sementes (MATTA, 

NANDA e MAHALINGAM, 2017).  

 

3.1.1 Características físico-químicas e aplicações tecnológicas da algaroba  

 

A algaroba apresenta uma relevância significativa devido às suas diversas utilidades. 

Segundo Silva et al. (2015), essa espécie é tradicionalmente utilizada na alimentação animal, 

na produção de lenha, carvão vegetal, madeira e na medicina popular. Além disso, possui 

compostos bioativos, como taninos, flavonoides e alcaloides, com propriedades antioxidantes, 

antimicrobianas e anti-inflamatórias. Os produtos desta planta também têm sido utilizados na 

fabricação de pães (BIGNE, PUPPO e FERRERO, 2018; KORUS et al., 2022), biscoitos 

(FABIANI et al., 2020), doces (ALEMÁN-HUERTA et al., 2023), xaropes (GONZALES-

BARRON et al., 2020) e bebidas alcoólicas destinadas ao consumo humano (VAN DEN 

EYNDEN et al., 2003).  

A algaroba também tem aplicações em processos de produção de aguardente e de 

bioetanol a partir das suas vagens, que possuem elevada concentrações de açúcares tornando 

potencial substrato em processos biotecnológicos (ALVES, SANTOS e SILVA, 2019). Além 

disto, existem pesquisas voltadas para produção de biossurfactantes (DIAS, 2017; 2018). 

Portanto, devido às suas propriedades físico-químicas, tem despertado interesse em várias 

áreas, incluindo a produção de enzimas. Estudos têm sido realizados para investigar o potencial 



18 

da algaroba na produção de enzimas pectinolíticas e proteolíticas, utilizando suas sementes e 

parte vegetativas (folhas, madeira, raízes) como substrato (KAPOOR et al., 2008). Além disso, 

a algaroba tem sido objeto de estudos como uma possível fonte de biomassa lignocelulósica 

para a produção de biocombustíveis (ELLSWORTH et al., 2018).  

Estudos e pesquisas têm sido conduzidos para explorar suas propriedades e aplicações, 

visando ao aproveitamento sustentável dessa espécie e ao desenvolvimento de aplicações 

econômicas e ambientalmente benéficas (SILVA et al., 2015). A Tabela 3.2 apresenta as 

propriedades físico-químicas extraídos a partir da farinha da vagem de algaroba, o que torna 

possível, por exemplo para o desenvolvimento de enzimas pectinolíticas e proteolíticas, devido 

seu considerável teor de açúcares totais e redutores conforme estudos realizados anteriormente 

por Figueredo (1990) e Silva et al. (2007). 

 

Tabela 3.1 - Composição físico–química da farinha da vagem de algaroba. 
Parâmetros g.100 g–1 

Umidade 5,8 ± 0,9 
Açúcares totais 56,5 ± 0,4 

Açúcares redutores 4,6 ± 0,3 
Fibra alimentar total 7,2 ± 0,5 

Proteínas 9,0 ± 1,5 
Cinzas 3,6 ± 0,1 

Lipídeos 2,1 ± 1,3 
Tanino 0,3 ± 0,0 

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007) 

 

A madeira (Figura 3.3) de P. juliflora é composta de 11-28% de lignina, 25-30% de 

hemicelulose e 40-45% de celulose (DAVE e BHANDARI, 2013). De acordo com Ibrahim et 

al. (2013), as folhas secas da planta podem conter até 3,6% de flavonoides. Os alcaloides 

também estão presentes em grande quantidade (2,2%) nas folhas. Muitos desses alcaloides - 

incluindo juliflorina, julifloricina, julifloridina, juliprosineno, juliprosina, juliprosopina e 

mesquitol - eram até então desconhecidos e receberam nomes em homenagem a P. juliflora 

(DAMASCENO et al., 2017). 
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 Figura 3.1– Madeira da algaroba.

  
Fonte: Projeto verde (2015). 

 

Existem numerosos fitoquímicos com qualidades medicinais encontrados em P. 

juliflora. Diferentes componentes fenólicos, como taninos, ácidos, glicosídeos, flavonóides e 

alcalóides, incluindo alcalóides piperidínicos, foram encontrados em extratos de folhas 

selecionados em estudos anteriores (SATHIYA e MUTHUCHELIAN, 2008; 

RAGHAVENDRA et al., 2009). Os fitoquímicos primários encontrados nas espécies P. 

juliflora estão resumidos na Tabela 3.3: 

 

Tabela 2.3 - Principais características dos diferentes fitoquímicos identificados em diferentes 
partes (folhas, vagens e sementes) da Prosopis juliflora. 

Nome Massa 
molecular Tipo Característica 

4'-Metilepigalocatequina 320,29 Catequina C16H16O7 
Mesquitol 290,26 Flavonóide C15H14O6 

Apigenina-6,8-di-Cglicosídeo 594,50  C27H30O15  
igual à Vicenina 2 

Crisoeriol 7-Oglucosídeo 462,40  C22H22O11 

Luteolina 7-Oglucosídeo  448,40 Glicosiloxi-
flavona 

C21H20O11  
Conhecido como Cynaroside 

Kaempferol 3-Ometil éter  300.26 Apigenina  C16H12O6  
Conhecido como Isokaempferide 

Quercitina 3-Ometil éter 316,26 Flavonóide C16H12O7 
Isorhamnetina-3-Oglucosídeo 478,40  C22H22O12 

Isorhamnetina-3-orutinosídeo 624,50  Conhecido como Narcissina  
C28H32O16 

Quercitina 3-orutinosídeo 610,50  Conhecido como Rutina 
C27H30O16 
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Nome Massa 
molecular Tipo Característica 

Quercetina-3glicosídeo 463,40 Flavonóide 
Conhecido como isoquercetina  

C21H19O12 

 
Julifloridina 299,50 Alcalóide C18H37NO2 

N-metil julifloridina 313,75 Alcalóide C19H39NO2 
Prosafrinina 297,50 Alcalóide C18H36NO2 
Prosopinina 287,44 Alcaloide C16H33NO2 

3 ̋ -Oxojuliprosopina 644,56 Alcalóide C40H74N3O3 
3-Oxo-juliprosina 625,55 Alcalóide C40H71N3O2 

Juliprosinina 626,55 Alcaloide C40H72N3O2 
Prosoflorina 627,32 Alcalóide C40H73N3O2 
Juliprosina 628,55 Alcalóide C40H72N3O2 

Juliprosopina 630,59 Alcalóide C40H76N3O2 
Conhecido como juliflor ine 

Julifloricina 630,00 Alcalóide C40H75N3O2 
Secojuliprosopinal 576,90 Alcalóide C36H68N2O3 

Juliprosineno 646,40 Alcalóide C39H68N3O2 
Patuletina 332,26 Alcalóide C16H12O8 

Zerumbone 218,33 Alcalóide C15H22O 
5,7,8-Trihidroxi3-

metoxiflavona 300,26 Alcalóide C16H12O6 

Schaftoside 564,50 Alcalóide C26H28O14 
Indolizidina 124,21 Alcalóide C8H15N 
Fenetilamina 121,18 Alcalóide C8H11N 

Catequina 290,26 Flavonóide C15H14O6 

Myo-Inos itol, 4-Cmetil 194,18  Conhecido como Laminitol  
C7H14O6 

Ácido desidroabiético 300,40  C20H28O2 
Ácido linoléico 280,44 Ácido graxo C18H32O2 

Triptamina 160,20 Alcalóide C10H12N2 
luteolina 286,23 Flavonóide C15H10O6 

Quercetina 3-Ometil éter 316,26 Flavonóide C16H12O7 
Piperidina 85,15 Amina C5H11N 

Siringina 372.40 Monossacarí
deo C17H24O9 

Lariciresinol 360,40 Ligan C20H24O6 
Triptofano 204,23 Aminoácido C11H12N2O2 

Fonte: Adaptado de Saleh (2022) 

 

Segundo Silva et al. (2018) e Damasceno et al. (2018), os alcaloides piperidínicos 

primários que foram purificados das diversas partes de P. juliflora. Estes incluem julifloridina, 

N-metil julifloridina, juliprosopina (juliflorina), julifloricina, juliprosina, 3′-oxo-juliprosopina, 

secojuliprosopinal, 3-oxojuliprosina, juliprosineno e mesquitol. Um grande número desses 

aleloquímicos se dissolve na água. Os extratos de P. juliflora mostraram a presença de 

polissacarídeos como arabinose e compostos contendo glicose e galactomananas (com 

proporções variadas de galactose e manose) além de compostos fenólicos (SILVA et al., 2018; 

DAMASCENO et al., 2018).  
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No tocante a composição química das vagens (Figura 3.4), são uma rica fonte de 

carboidratos e proteínas, com um valor energético bruto comparável ao do milho (SILVA et 

al., 2003; STEIN et al., 2005). Consistem em 58% de pericarpo, 23,1% de casca de semente e 

13,9% de sementes (DELL VALLE et al., 1983). Além disso, sabe-se que 100g de vagens de 

algaroba fornecem 333 calorias, 13g de água, 16g de proteínas, 3,2g de gorduras, 65,8g de 

carboidratos, 10,8g de fibras brutas, 3,3g de cinzas, 450mg de cálcio, 627mg de fósforo, 6,6mg 

de ferro, além de 0,33mg de vitamina B1 e 2,6mg de vitamina B6 (CAMPELO, 1989 apud 

DANTAS, 2022). 

 

Figura 3.2 - Vagem da algaroba. 

 
Fonte: Hughes et al. (2022) 

 

Geralmente, o farelo de algaroba é obtido através da secagem das vagens em 

temperaturas entre 60 e 80ºC, seguida de moagem (SILVA et al., 2002). Além disso, a parede 

das sementes da algarobeira (Figura 3.5) contém sacarose e outras substâncias que, se 

transformadas em farinha, podem ser utilizadas na alimentação humana.  
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Figura 3.3 - Sementes da algaroba. 

 
Fonte: Projeto verde (2015). 

 

De acordo com a análise físico-químicas a partir da farinha da semente, Silva et al. 

(2007) verificou que a concentração de açúcares totais foi de 56,5 g por 100 g de farinha. Essa 

quantidade, quando combinada com a concentração de fibras encontrada, totalizou 63,7 

g.100.g-1. Esses resultados divergem dos obtidos pela avaliação físico-química realizada por 

Figueiredo (1990), que determinou um teor de carboidratos de 75,22% na vagem de algaroba. 

Essa discrepância pode ser atribuída a fatores como as diferentes condições de cultivo e solo.  

Esses resultados confirmam que os açúcares são a principal fonte de nutrientes nesse 

produto. Em relação aos tipos de açúcares presentes, foi observada uma predominância 

acentuada de sacarose e uma presença discreta de glicose, como relatado por Silva et al. (2001) 

e Figueiredo (2009), que detectaram concentrações de 46% e 29% de sacarose, 

respectivamente. 

O teor de proteínas encontrado por Jardim et al., (2022) na farinha de algaroba foi de 

8,85%, próximo ao valor já reportado na literatura de 9%, por Silva et al. (2007). Esse valor é 

inferior ao detectado por Holmquist-Donquis e Rey (1997), que encontraram 14,56% de 

proteínas na vagem inteira de algaroba, e superior ao valor obtido por Figueiredo (2009), que 

identificou 5,58% de proteínas. Silva et al. (2002) constataram que a vagem de algaroba possui 

um teor de proteína semelhante ao do milho (que varia de 7,43% a 10,9%), porém apresenta 

um valor mais elevado de fibras, com 31% de fibra insolúvel ligada a 0,33% de tanino 

condensado e 1,6% de fibra solúvel ligada a 0,88% de tanino solúvel estão presentes na polpa 

da vagem, que representa 56% do fruto. Esses autores também relataram que a polpa da vagem, 
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correspondente a 56% do fruto, contém 1,6% de fibra solúvel associada a 0,88% de tanino 

solúvel e 0,33g.100g-1 de tanino condensado, além de 31% de fibra insolúvel associada a. 

Esses compostos possuem a capacidade de reter uma grande quantidade de água, 

aumentando consideravelmente de volume e formando soluções altamente viscosas 

(FIGUEIREDO, 1990). Em outros estudos, foi constatado um teor de lipídios de 2,1 g por 100 

g, o que é considerado baixo em comparação com outras leguminosas, como a soja (apresenta 

15-25% de lipídios totais). Essa quantidade é inferior à relatada por Holmquist-Donquis e Rey 

(1996) em sua pesquisa. Além disso, de acordo com Silva et al. (2007), foi observada uma 

quantidade de 3,2 g de lipídios por 100 g na vagem de algaroba, enquanto Figueiredo (2007) 

detectou uma quantidade de 4,89 g de lipídios por 100 g. Diante do exposto, pode-se constatar 

que a algaroba possui uma ampla variedades de substâncias presentes nas folhas, caule, 

sementes e vagens que a possibilita diversas aplicações de interesse comercial, considera-se a 

sua utilização para produção de carvão vegetal, suplementação na ração animal e como 

substrato em processos biotecnológicos, dentre esses processos está sua potencial aplicação na 

produção de enzimas microbianas.  

 

3.2. SUBSTRATOS DE BAIXO CUSTO PARA PRODUÇÃO ENZIMÁTICA 

 

As enzimas são amplamente utilizadas em diversos setores industriais, como: 

alimentos, cosméticos, têxteis, medicamentos e diagnósticos. De acordo com estimativas, o 

mercado para estas enzimas aumentará a uma taxa composta de crescimento anual de 7,1% de 

2020 a 2027 (LEITE et al., 2021; MENEZES et al., 2022). Assim, a produção de enzimas 

microbianas tem ganhado destaque na indústria devido à sua ampla aplicabilidade em diversos 

processos, mesmo que sua obtenção seja onerosa, devido aos insumos e substratos utilizados 

(RAMESH et al., 2020). 

Nesse cenário, substratos considerados de baixo custo ganham relevância como 

alternativas viáveis na produção enzimática, em que uma estratégia promissora é a agregação 

de valor à resíduos de processamento agroindustriais, ou subprodutos da cadeia produtiva 

biotecnológica ou, ainda, substâncias renováveis com alta concentração de açúcares 

fermentescíveis, que podem ser utilizadas como substratos para produção de enzimas de 

interesse industrial (KIRAN et al., 2014).  

Diversos estudos têm sido realizados com o intuito de explorar esses substratos de 

baixo custo como fontes promissoras de nutrientes para o crescimento microbiano e síntese de 

enzimas. O uso desses substratos não apenas contribui para a redução de custos, mas também 
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representa uma abordagem sustentável, pois aproveita resíduos ou subprodutos que, de outra 

forma, seriam descartados no meio ambiente (MUSSATO et al., 2012; MADEIRA JR et al., 

2017; SINGH et al., 2021; SHARMA et al., 2022). Alguns estudos podem ser citados a fim de 

demonstrar que as pesquisas estão sendo realizadas com o objetivo de encontrar estratégias de 

processos sustentáveis ambientalmente, seja utilizando cultivos em estado sólido ou submerso.  

No estudo de Shrestha et al. (2022), ao produzir a mistura de resíduos agrícolas de 

casca de laranja, casca de romã e polpa e sementes de abóbora, mostrou que a Streptomyces sp. 

foi capaz de sintetizar diversas enzimas, sendo um forte concorrente para vários processos de 

biodegradação de resíduos agrícolas de baixo custo, em que a combinação de resíduos agrícolas 

melhorou a síntese de enzimas em oposição ao uso de uma única matéria-prima. 

Sharma, Sharma e Mahajan (2019), por sua vez, descrevem o uso de uma estratégia 

para produção simultânea aumentada de enzimas alcalinas xilanase-pectinase por um isolado 

bacteriano em curto ciclo de fermentação submersa, adicionando a xilana extraída bruta e 

pectina como substratos, 2% de farelo de trigo e 2% de casca de frutas cítricas. Sethi et al. 

(2016), também utilizou substratos naturais para a biossíntese de pectinase de A. terreus 

NCFT4269, que incluíram bolo de óleo de nim, bolo de óleo de mostarda, bolo de óleo de 

amendoim, cascas de grama verde, cascas de grama preta, cascas de ervilhaca, resíduos de 

milheto, arroz quebrado, farelo de trigo, milheto resíduos, bagaço de maçã, cascas de banana e 

cascas de laranja.  

Pode-se, ainda, enfatizar o uso da casca de fruta como matéria-prima de baixo custo 

para produção de enzimas, como mencionado pelos estudos supracitados. A casca de banana, 

por exemplo, tem sido investigada como fonte de pectinases, amilases e celulases. Estudos 

demonstraram que o extrato aquoso de cascas de banana proporcionou um ambiente propício 

para a produção dessas enzimas por fungos filamentosos, como Aspergillus niger (LIU et al., 

2017).  

No entanto, quando investigou dois substratos, a casca de laranja e a polpa de 

beterraba, Almowallad et al. (2022), afirmaram que a polpa de beterraba foi a fonte de carbono 

mais preferida em relação à casca de laranja e, quando comparado à polpa de beterraba sacarina, 

o meio que incluía casca de laranja como única fonte de carbono produziu o teor máximo de 

proteína para todas os fungos testados em culturas agitadas e estáticas. Em relação aos fungos, 

A. niger AUMC 4156 mostrou-se mais promissor como produtor de endo-PG, mas P. oxalicum 

AUMC 4153 produziu mais endo-PG quando as condições foram perturbadas. 

Outro subproduto de baixo custo bastante estudado é o bagaço de cana-de-açúcar. Esse 

resíduo é rico em celulose e hemicelulose, tornando-o uma excelente fonte de nutrientes para 
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microrganismos produtores de enzimas celulolíticas. A produção de celulases e xilanases a 

partir do bagaço de cana-de-açúcar por fungos do gênero Trichoderma, já foi relatada 

(MOHARRAM, ZOHRI e HUSSEIN, 2021). 

Foi reportada a utilização de subprodutos da indústria de alimentos, como a torta de 

girassol. A torta de girassol é rica em proteínas e lipídios, o que a torna uma excelente opção 

para a produção de enzimas proteolíticas e lipolíticas. Pesquisas têm demonstrado a produção 

dessas enzimas por fungos do gênero Aspergillus a partir da torta de girassol (BILAL et al., 

2020; SOUSA et al., 2022). 

É importante destacar que a escolha do substrato de baixo custo adequado depende das 

características específicas do microrganismo produtor de enzimas e da enzima desejada. 

Portanto, estudos de otimização do processo e ajustes nas condições de fermentação são 

fundamentais para maximizar a produção enzimática a partir desses substratos. O 

aproveitamento de resíduos agroindustriais como fontes de nutrientes representa não apenas 

uma abordagem econômica, mas também uma forma de agregar valor à subprodutos, 

transformando-os em produtos de alto valor produtivo, com potencial aplicação em diversas 

indústrias. A contínua pesquisa nessa área pode proporcionar novas oportunidades e avanços 

na produção de enzimas, impulsionando a indústria biotecnológica e seu impacto positivo no 

meio ambiente (SINGH et al., 2021). 

 

3.3 SUBSTÂNCIAS PÉCTICAS E PECTINASES  

 

3.3.1. Substâncias pécticas 

 

As substâncias pécticas são consideradas macromoléculas de alto peso molecular e 

desempenham um papel significativo na composição da lamela média. A lamela média é uma 

camada fina de material presente entre as paredes celulares de plantas superiores. Sua função 

principal é atuar como uma substância adesiva, proporcionando coesão entre as células vegetais 

(UENOJO e PASTORE, 2007). 

A parede celular principal e a lamela média das plantas superiores são compostas 

principalmente de heteropolissacarídeos, que também conferem aos tecidos vegetais sua 

coerência e estabilidade estrutural. Em materiais pécticos, em que o carbono C-6 do galactato 

é oxidado junto com arabinanos e arabinogalactanos, ramnogalacturonanos e galacturonanos 

são normalmente os dois principais componentes químicos. Os componentes resultantes têm 
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uma estrutura significativa de unidades de ácido anidrogalacturônico e são materiais 

poliméricos coloidais estruturalmente heterogêneos (RHEMAN et al., 2021).  

 A pectina, exemplo dessas substâncias pécticas, é classificada como um 

heteropolissacarídeo composto, principalmente, por resíduos de ácido galacturônico (GalA) 

ligados em α (1→4) (Figura 3.6), e com grau variável de grupos carboxilas metil esterificados, 

com resíduos de açúcares do tipo ramnose, arabinose e xilose, como explicitado na Figura 3.7. 

(CANTERI et al., 2012; VORAGEN et al., 2009).  

 

Figura 3.4 - Estrutura da molécula de pectina, exibindo a estrutura do ácido galacturônico 
parcialmente metilesterificado. 

 
Fonte: Alkorta et al., 1999. 

 

Os grupos carboxila de GalA são neutralizados total ou parcialmente por íons potássio, 

sódio e amônio, e são parcialmente esterificados por resíduos metila. As unidades de α-1,4-d-

galacturonato ligam aproximadamente 2-4% das unidades de L-ramnose, que por sua vez ligam 

β-(1 → 2) e β-(1 → 4) a unidades de galacturonato. Carboidratos simples como fucose, xilose, 

arabinano, galactano ou arabinogalactano estão entre as cadeias laterais; no entanto, seu 

comprimento e composição são diferentes. Devido aos seus átomos C1 e C2, eles estão 

conectados à cadeia central (MOHNEN, 2008). O ácido galacturônico (GalA) conectado por 

ligações α-D-1,4 forma a cadeia primária do polímero de pectina, que é composta por três 

seções principais (KHATTAB, 2022) (Figura 3.7): 
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Figura 3.5 - (a) Estrutura da pectina (b) Estrutura da pectina no modelo tradicional exibindo o 
homogalacturonan (HG) como espinha dorsal, região lisa e resíduo de 60 açúcares.

 
Fonte: Traduzida de Khattab (2022) 

 

O resíduo D-Galacturônico forma a maioria das moléculas da série. No meio aquoso, 

os polímeros não são uma cadeia linear; em vez disso, eles são altamente flexíveis e podem 

dobrar e alongar. Descobriu-se que o arranjo da pectina de várias fontes muda, e as 

características da pectina estão intimamente ligadas aos resíduos da metilação do ácido 

galactourônico, que normalmente é de 70% (HAAS et al., 2020). O ácido ferúlico está presente 

nos terminais não reduzidos dos domínios contendo arabinose neutra e/ou galactose na pectina 

ácida e neutra. Devido às interações entre sua estrutura de domínio e outros produtos químicos 

inorgânicos e orgânicos ionizados, a pectina possui aproximadamente um resíduo teruloil para 

cada matriz (YAPO et al., 2007). 

O teor de substâncias pécticas pode variar de acordo com o vegetal e sua origem. 

Diversas fontes de substâncias pécticas são encontradas na natureza, como o bagaço de maçã, 

albedo cítrico (maracujá, laranja, entre outros), polpa de beterraba, sementes de girassol, bem 

como em muitos outros frutos (CANTERI et al., 2012). 

De acordo com as definições do comitê da American Society, as substâncias pécticas 

podem ser classificadas da seguinte forma: protopectinas que são substâncias precursoras das 

substâncias pécticas e caracterizam-se por serem insolúveis em água. Quando são hidrolisadas, 

dão origem à pectina ou aos ácidos pécticos; ácido péctico que se trata de um polímero solúvel 

composto por ácido galacturônico, com uma quantidade insignificante de grupos metil 



28 

esterificados. Os sais desses ácidos são denominados pectatos, como os ácidos pectínico que se 

refere ao ácido poligalacturônico coloidal, que apresenta uma quantidade significativa de 

grupos metil esterificados (superior a zero e inferior a 75%). Enquanto isso, os sais desses 

ácidos são chamados de pectinatos, como a pectina que é um material polimérico no qual pelo 

menos 75% dos grupos carboxila do ácido galacturônico estão esterificados com metanol 

(BECKMAN, 2019).  

A presença de pectina confere rigidez à parede celular quando está ligada à celulose. 

Durante o amadurecimento das frutas, a estrutura da pectina é alterada por enzimas presentes 

naturalmente. Conforme descrito por Smith (2018), essas alterações incluem a quebra das 

cadeias da pectina ou das cadeias laterais ligadas às unidades que compõem a cadeia principal. 

Essas modificações resultam em uma pectina mais solúvel, diminuindo sua força nas paredes 

celulares adjacentes e causando amolecimento do tecido vegetal (Figura 3.8). 

 

Figura 3.6 - Estrutura da parede celular vegetal contendo as moléculas de pectina

 
Fonte: Molecular Expressions (2015) 

 

De acordo com Smith et al. (2009), a pectina é uma mistura de diferentes compostos, 

sendo o ácido pectínico o componente predominante. Essa substância é encontrada na forma 

nativa na parede celular e pode estar interligada a outros polissacarídeos estruturais e proteínas, 

formando a protopectina insolúvel. As substâncias pécticas podem variar em relação ao grau 

de esterificação metílica, proporção de açúcares neutros e grau de polimerização, dependendo 

de sua origem (SMITH et al., 2009). Além disso, essas substâncias podem apresentar 

esterificação adicional com ácido acético nos carbonos 2 e 3 da unidade de ácido galacturônico, 

o que contribui para aumentar a heterogeneidade desses compostos (JONES et al., 2012). 
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As pectinas são polissacarídeos compostos por dezessete monossacarídeos diferentes, 

que se organizam em diversas estruturas através de mais de vinte tipos de ligações para formar 

uma rede (VORAGEN et al., 2009; VINCKEN et al., 2003). As pectinas são compostas por 

cadeias que englobam ácidos urônicos, hexoses, pentoses e metilpentoses. Essas cadeias podem 

apresentar substituições de metanol, ácido acético e ácidos fenólicos. Os açúcares encontrados 

nas pectinas podem existir tanto na forma furanosídica quanto na forma piranosídica, e podem 

exibir diferentes anômeros (AXELOS e THIBAULT, 1991). Além disso, as pectinas podem 

apresentar uma variedade de ligações entre os monômeros, incluindo α (1→4), α (1→5), β 

(1→3), β (1→4) e β (1→6) (ZUDNEK et al., 2021). 

A pectina é composta por diferentes tipos de cadeias, incluindo a homogalacturonana 

(HG), a ramnogalacturonana I (RG-I), a ramnogalacturonana II (RG-II), a xilogalacturonana 

(XGA), a arabinogalactana I (ARA-I), a arabinogalactana II (ARA-II), a arabinana (ARA) e a 

apiogalacturonana (API). A HG corresponde a cerca de 60-65% do total da pectina e possui 

unidades de ácido α-D-galactopiranosilurônico em ligações 1→4. As cadeias de HG podem 

apresentar metil-esterificações parciais nas carboxilas e, dependendo da fonte vegetal, podem 

ser parcialmente acetiladas no C-3 ou C-2 (WILLATS et al., 2003).  

A RG-I é representada por um dissacarídeo [→4-α-D-GalA-(1→2)-α-LRha-(1→]n, 

sendo uma cadeia que contém unidades de ramnose e diversas cadeias de glucanas 

(principalmente arabinana e galactana) ligadas a ela. A RG-I corresponde a 20-35% da pectina 

e possui uma composição heterogênea de açúcares (WILLATS et al., 2003). A RG-II é o 

segmento mais complexo da pectina, representando 10% da composição. Essa estrutura é 

composta por um esqueleto de homogalacturonana com unidades monoméricas e cadeias 

laterais contendo diversos tipos de açúcares peculiares. A XGA é uma homogalacturonana com 

substituição de xilose na posição 3, podendo variar em grau de xilosidação (WILLATS et al., 

2003).  

A ARA-I é composta por um esqueleto β-D-Galp com resíduos de α-L-Araf ligados 

às unidades galactosil na posição 3. A ARA-II está associada principalmente a proteínas, sendo 

composta por um esqueleto β-D-Galp 1→3 com cadeias curtas de α-L-Araf. A ARA é formada 

por um esqueleto de α-L-Araf com cadeias laterais de α-L-Araf. A API é uma HG substituída 

por D-apiofuranose no O-2 ou O-3 e está presente em certas plantas aquáticas. Diante do 

exposto é que estudos têm permitido a elaboração de estruturas hipotéticas da pectina, com 

modificações baseadas em novas evidências analíticas (WILLATS et al., 2003). 

Unidades de L-arabinose ou ácido D-galacturônico são normalmente encontradas nas 

cadeias laterais de ramnogalacturonanos. Aproximadamente 60-70% das unidades de 
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galacturonato nos tecidos vegetais são esterificadas com metanol, e o etanol também é usado 

com pouca frequência. Os compostos pécticos são categorizados como protopectina, ácido 

pectínico, pectina e ácido poligalacturônico de acordo com o grau de esterificação (Tabela 3.4). 

Uma das principais causas da heterogeneidade nos compostos pécticos é o tamanho molecular, 

o grau de esterificação e a distribuição de peso dos resíduos de ácido poligalacturônico. Os 

compostos pécticos que foram extraídos de diversas fontes, incluindo frutas cítricas, maçãs e 

ameixas, têm pesos moleculares relativos que variam de 25 a 350 kDa. 

 

Tabela 3.3 - Diferentes tipos de substâncias pécticas 
Substância péctica Descrição estrutural Propriedades 

Protopectina 

Unidades de galacturonato ligadas por ligações -
1,4-glicosídicas. Os grupos carboxila são 

altamente esterificados com metanol. O polímero é 
altamente reticulado com Ca2+ ou com outros 

polissacarídeos. 

Insolúveis em água. 
Grau de esterificação 

> 90% 

Pectina 
Unidades de galacturonato ligadas por ligações -

1,4-glicosídicas. Os grupos carboxila são 
esterificados com metanol. 

Solúvel em água. Grau 
de esterificação pelo 

menos 75% 

Ácido péctinico 
Unidades de galacturonato ligadas por ligações -

1,4-glicosídicas. Os grupos carboxila são 
ligeiramente esterificados com metanol 

Solúvel em água. O 
grau de esterificação 
varia entre 0 e 75% 

Ácido péctico Unidades de galacturonato ligadas por ligações -
1,4-glicosídicas.  

Solúvel em água. Grau 
de esterificação 0 

Ramnogalacturonano 

Unidades de galacturonato ligadas por ligações -
1,4-glicosídicas com unidades de ramnose 

revestidas por ligações -1,2 e -1,4. As cadeias 
laterais são polímeros homogêneos de ácido 

galacturônico e arabinose 

Solúvel em água. 

Fonte: Adaptado de Gummadi, Manoj e Kumar (2007) 

 

3.3.2. Enzimas pectinolíticas  

 

Uma classe de enzimas conhecidas como pectinases (Figura 3.9) é responsável por 

catalisar a quebra de compostos pécticos encontrados nas plantas. As pectinases são um grupo 

de enzimas responsáveis pela degradação das substâncias pécticas encontradas nas plantas 

(MUKESH KUMAR et al., 2012). Numerosos organismos, incluindo bactérias, fungos, 

leveduras, insetos, nematoides, protozoários e plantas, são capazes de produzir enzimas 

pectinolíticas (BONNIN e PELLOUX, 2020).  
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Figura 3.7 - Tipos principais de pectinases

 
Fonte: Liu e Kokare (2023) 

 

Essas enzimas são classificadas em três grupos principais, com base em seus 

mecanismos de ação sobre as moléculas de polímeros pécticos. O grupo das protopectinases 

degrada a protopectina insolúvel, originando uma pectina polimerizada altamente solúvel. As 

esterases atuam na desesterificação da pectina, removendo grupos metoxil das substâncias 

pécticas e formando ácido péctico. As despolimerases catalisam a clivagem hidrolítica das 

ligações glicosídicas α (1→4) presentes nos monômeros de ácido ᴅ-galacturônico das 

substâncias pécticas (JAYANI et al., 2005). 

Com base nas formas como atuam na molécula do polímero péctico, as pectinases são 

categorizadas em três grupos principais: esterases, que catalisam a remoção do grupo metoxil 

das substâncias pécticas para formar ácido péctico; despolimerases, que catalisam a clivagem 

hidrolítica de ligações glicosídicas α(14) entre os monômeros do ácido D-galacturônico de 

substâncias pécticas; e as esterases, que catalisam a degradação da protopectina insolúvel e 

produzem pectina polimerizada altamente solúvel (RHEMAN et al., 2021). 

A ocorrência de diferentes versões dessas enzimas provavelmente se deve à 

diversidade de compostos pécticos encontrados nas células vegetais. As pectinases são 

categorizadas de acordo com seu substrato e mecanismo de reação enzimática (SHET, DESAI 

e ACHAPPA, 2018). As pectinases reciclam carbono quebrando materiais pécticos em 

galacturonanos saturados e insaturados. Esses galacturonanos são catabolizados em 5-ceto-4-

desoxi-uronato, piruvato e 3-fosfogliceraldeído (GUNJAL et al., 2020). 

A classificação das pectinases é baseada no substrato preferencial, no mecanismo de 

ação e nos sítios de clivagem, resultando em dois grupos principais: despolimerizantes e 

desmetoxilantes (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001). As enzimas 

desmetoxilantes atuam removendo grupos metil da cadeia principal, enquanto as enzimas 
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despolimerizantes quebram as ligações α,1-4 entre os monômeros de ácido galacturônico, tanto 

por hidrólise (hidrolases) quanto por trans-eliminação (liases) conforme pode ser analisado no 

Tabela 3.5. 

 

Tabela 3.4 - Classificação das enzimas pectinolíticas 
Enzima Modo de ação Substrato 

preferencial 
PECTINASES DESPOLIMERIZANTES 

Poligalacturonase (PG) 
hidrólise de ligações α1-4 
endo-PG ou exo PG 1 (monômeros) e 
exo-PG 2 (dímeros) 

Ácido péctico 

Polimetilgalacturonase (PMG) hidrólise 
endo-PMG ou exo-PMG Pectina 

 
Pectina liase (PL) 

trans-eliminação 
endo-PL ou exo-PL Pectina 

 
Pectato liase (PAL) 

trans-eliminação 
endo-PL ou exo-PL Ácido péctico 

PECTINASE DESMETOXILANTE 
Pectinesterase (PE) desesterificação de grupos metil Pectina 

Fonte: Adaptado de Alkorta et al. (1998) e Kashyap et al. (2001). 

 

As enzimas do grupo de pectinases despolimerizantes têm como função degradar o 

polímero de pectina ou ácido péctico via hidrólise ou transeliminação. As enzimas que integram 

o grupo de hidrolases são: as polimetilgalacturonases (PMG), que têm como substrato 

preferencial a pectina; e poligalacturonases (PG), que atuam preferencialmente sobre ácidos 

pécticos. Também fazem parte deste grupo as liases, como: a pectina liase (PL), que tem 

preferência por pectina; e o pectato liase (PGL), que tem preferência por ácido péctico (LIU e 

KOKARE, 2023). 

 

3.3.2.1. Poligalacturonases – PG 

 

As poligalacturonases são enzimas que catalisam a hidrólise de ligações α,1-4 entre 

resíduos de ácido galacturônico não esterificados. Seus substratos preferenciais são ácidos 

pécticos ou ácidos poligalacturônicos com baixo grau de esterificação. Sua ação pode ocorrer 

internamente na cadeia principal, liberando oligômeros (endo-PG), ou na extremidade não-

redutora, liberando monômeros (exo-PG). 

A hidrólise aleatória das ligações internas da cadeia de ácido poligalacturônico, 

catalisada pela endo-poligalacturonase (endo-PG) (EC 3.2.1.15), resulta em uma redução 
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significativa da viscosidade de uma solução, sendo que apenas 2 a 3% da quebra das ligações 

glicosídicas pode levar a uma redução de viscosidade (FOGARTY e KELLY, 1983). Para essa 

enzima, a velocidade e proporção de hidrólise são menores quanto maior for o grau de 

esterificação, uma vez que sua ação catalítica é favorecida na presença de grupos carboxílicos 

livres (ROUMBOUTS e PILNIK, 1980). As endo-PG são produzidas por uma ampla variedade 

de organismos, como fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas superiores e alguns 

nematóides parasitas de plantas (HAILE e AYELE, 2022). 

As exo-poligalacturonases (exo-PG) catalisam a hidrólise das ligações terminais α,1-

4 da cadeia de ácido poligalacturônico. Existem dois grupos de exo-PG diferenciados pelo 

produto final liberado: exo-PG1 (EC 3.2.1.67), que libera monômeros de ácido galacturônico, 

e exo-PG2 (EC 3.2.1.82), que libera dímeros (SILVA et al., 1997). À medida que os substratos 

são hidrolisados pelas exo-PG, ocorre um aumento considerável na concentração de grupos 

redutores devido à liberação de monômeros de ácido galacturônico, e a viscosidade das 

soluções diminui lentamente. Uma redução de 50% na viscosidade só é alcançada quando cerca 

de 35-40% das ligações glicosídicas são hidrolisadas por essa poligalacturonase. As exo-PG 

são encontradas em diferentes frutas e vegetais e podem ser produzidas por fungos filamentosos 

e bactérias (SAMANTA, 2019). 

Em fungos fitopatogênicos, as poligalacturonases parecem desempenhar um papel 

como fator de virulência, degradando a pectina presente na parede celular e aumentando a 

acessibilidade para a degradação por outras enzimas, resultando na lise celular e na destruição 

dos tecidos da planta (LIPPUNER, CYERT e GASSER, 1996; LANG e DÖRNENBURG, 

2000). Nas plantas, essas enzimas desempenham funções importantes, como o reconhecimento 

de sinais liberados pela ação de fitopatógenos e herbívoros, o que desencadeia respostas de 

defesa (BERGEY et al., 1999). Além disso, as PGs são essenciais para o amadurecimento de 

frutas (HADFIELD e BENNETT, 1998). 

As PGs presentes em frutas geralmente são inativadas durante o processamento 

industrial, sendo necessária a adição de enzimas exógenas. Altos níveis de PG são utilizados na 

produção de alimentos infantis e na estabilização de suco de laranja (Silva et al., 2005). Essas 

enzimas são empregadas durante a maceração de frutas e na extração e clarificação de vinhos e 

sucos (LANG e DÖRNENBURG, 2000). 

A determinação da atividade enzimática das poligalacturonases pode ser realizada pela 

medida da redução da viscosidade de uma solução (para endo-PG) ou pelo aumento da 

concentração de açúcares redutores (para exo-PG), devido à natureza dos produtos liberados 

por essas enzimas (TOUNSI et al., 2016). 
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3.3.2.2. Pectina liase – PL 

 

A pectina liase, PL, é uma enzima que rompe as ligações α,1-4 entre resíduos de 

ácido galacturônico através do mecanismo de transeliminação. Esse processo resulta na 

formação de uma dupla ligação entre os carbonos 4 e 5. A enzima PL pode ser dividida em 

endo-PL e exo-PL, sendo que a endo-PL libera oligômeros de ácido galacturônico e a exo-PL 

libera monômeros de ácido galacturônico (ULUISIK e SEYMOUR, 2020). 

As pectina-liases têm preferência por substratos com alta metilação e apresentam 

menor afinidade por substratos com menor grau de esterificação (SAFRAN et al., 2023). Por 

essa razão, essa enzima é capaz de despolimerizar moléculas de pectina altamente esterificada 

sem a ação prévia de outras enzimas, resultando na diminuição da viscosidade e na clarificação 

de sucos, sem comprometer o teor de ésteres voláteis responsáveis pelo aroma de várias frutas. 

Muitas pectina-liases são ativadas pela presença de cálcio (ZHENG et al., 2021). 

Ademais, as pectina-liases são predominantemente produzidas por fungos 

filamentosos e, em sua maioria, são extracelulares (THAKUR et al., 2022). Entre os fungos, 

destaca-se o gênero Penicillium, incluindo espécies como P. italicum, P. digitatum, P. 

griseoroseum e P. oxalicum, devido às características e quantidades de enzimas secretadas 

(ALAÑA et al., 1990). Nos últimos anos, vários estudos têm sido realizados visando a produção 

e a caracterização dessas enzimas (SAHARAN e SHARMA, 2019; ZEUNER et al., 2020).  

Em infecções causadas por fungos fitopatogênicos, as pectina-liases, juntamente com 

as poligalacturonases, desempenham um papel no apodrecimento de frutas e vegetais durante 

o armazenamento (LI et al., 2023). Pectina-liases de fungos não patogênicos atuam na 

decomposição de matéria orgânica morta. Além disso, essas enzimas possuem importância na 

indústria têxtil e de alimentos (SAHU et al., 2023; WOJTASIK et al., 2024). 

 

3.3.2.3. Pectinesterase – PE 

 

As pectinesterases (PEs), também conhecidas como desmetoxilantes ou 

desesterificantes, são pectinases responsáveis pela hidrólise dos grupos metoxil da pectina, 

resultando na liberação de metanol. A ação da PE tem pouco efeito sobre a viscosidade das 

soluções. Esta enzima atua sobre a pectina de alta metoxilação e a transforma em pectina de 

baixa metoxilação, sendo, portanto, imprescindível para a ação de outras pectinases, como as 
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poligalacturonases, uma vez que estas atuam sobre pectina de baixa metoxilação (VILARIÑO 

et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002). 

Estas enzimas são produzidas por plantas, fungos filamentosos, algumas bactérias e 

leveduras. Além de auxiliar fitopatógenos no processo de infecção em plantas, nutrição e atuar 

no amadurecimento de frutos, estas enzimas têm um papel importante na indústria de alimentos, 

disponibilizando pectina de baixa metoxilação para as PGs e para utilização em alimentos com 

baixas calorias (VILARIÑO et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002). 

 

3.3.3. Fungos filamentosos usados na produção de enzimas pectinolíticas 

 

Diversos organismos são capazes de produzir enzimas, incluindo plantas, bactérias, 

algumas leveduras, fungos filamentosos e organismos simbiontes de animais (LADJAMA et 

al., 1991; FERNANDES-SALOMÃO et al., 1996; PRADE et al., 1999; SIROTEK et al., 2001; 

SILVA et al., 2005). No entanto, os estudos sobre a produção de pectinases são mais abundantes 

para fungos filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais são principalmente provenientes 

desses microrganismos (SHRESTHA, RAHMAN e QIN, 2021).  

 

3.3.3.1 Paecilomyces sp. 

 

Paecilomyces sp. (Figura 3.10) pertence ao reino Fungi e à divisão Ascomycota, que 

engloba os fungos filamentosos que produzem esporos assexuados em estruturas denominadas 

ascos.  

Figura 3.8 - Conidióforos, fiálides, conídios e clamidósporos terminais de P. varios.

 
Fonte: University of Adelaide1 (2020) 

                                                 
1 Disponível em: https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-
susceptibility/hyphomycetes-conidial-moulds/paecilomyces.  

https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-susceptibility/hyphomycetes-conidial-moulds/paecilomyces
https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-susceptibility/hyphomycetes-conidial-moulds/paecilomyces
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Infectando humanos e outros vertebrados, Paecilomyces é um fungo filamentoso 

sapróbico comum que pode ser isolado do solo, decompondo vegetação, insetos, nematóides e 

ar de laboratório (como contaminante). Este gênero contém várias espécies que são patógenos 

de plantas. Embora as infecções por P. lilacinus em pessoas sejam frequentemente relatadas 

como parte da micobiota do solo, a fonte dessas infecções raramente é identificada 

(SENTHILKUMAR et al., 2020). A Tabela 3.6 mostra a classificação taxonômica dessa 

espécie.  

 

Tabela 3.5 - Classificação taxonômica do Paecilomyces sp. 

Fonte: Integrated Taxonomic Information System (ITIS) 
 

Paecilomyces é um gênero de fungo ascomiceto amplamente distribuído e com 

propriedades únicas que lhe permitem crescer em uma variedade de habitats (LI et al., 2020). 

Suas espécies variam de saprófitas do solo a doenças humanas. As espécies deste gênero 

diferem na capacidade de produzir uma ampla gama de enzimas bioquímicas, como celulases, 

pectinases, quitinases, fitases, tanases, lacases, xilanases e micotoxinas, bem como nos 

metabólitos secundários que secretam e que podem ter usos biotecnológicos (HUSSAIN et al., 

2012; HANSENS et al., 2015). 

Esses fungos são amplamente estudados devido à sua diversidade e ao potencial de 

produção de enzimas e metabólitos de interesse industrial (LIU et al., 2014). O gênero 

Paecilomyces compreende um grupo heterogêneo de fungos, sendo caracterizado pela 

formação de conídios unicelulares que são produzidos em estruturas especializadas, conhecidas 

como conidióforos (LIU et al., 2014). 

Uma das espécies mais conhecidas do gênero é o Paecilomyces lilacinus, que tem sido 

amplamente estudado devido à sua capacidade de produzir enzimas como a celulase 

(WINARSA e MUZAKHAR, 2022), além de apresentar potencial como agente de controle 

biológico contra nematoides e insetos (MORENO-GAVÍRA et al., 2020; CONSTANTIN et 

al., 2022). No entanto, existem diversas outras espécies de Paecilomyces que também têm 

Classificação taxonômica 
Reino Fungi 

Divisão Ascomycota 
Classe Sordariomycetes 
Ordem Sordariales 
Família Trichocomaceae 
Gênero Paecilomyces 
Espécie sp. 
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mostrado potencial biotecnológico. Várias cepas de P. variotii foram isoladas e avaliadas 

quanto à sua capacidade de produzir enzimas. Felizmente, algumas destas estirpes foram 

identificadas como fontes potencialmente úteis de várias enzimas, incluindo amilases 

(APOSTOLIDI et al., 2020), quitinases (BINH et al., 2019) e xilanases (ABDELLA et al., 

2021). 

 

3.3.3.2. Penicillium sp.  

 

Um gênero de fungo saprofíticoé o Penicillium (Figura 3.11). Eles são frequentemente 

chamados de mofo verde ou azul. Para a fabricação de queijo, ácidos orgânicos e antibióticos, 

são comercialmente significativos. Como decompositores no meio ambiente, eles são cruciais. 

Penicillium está presente em uma variedade de ambientes, incluindo solo, ar, alimentos em 

decomposição, etc. Um dos antibióticos mais importantes isolado de Penicillium sp. é a 

penicilina. 

 

Figura 3.9- Corpo de frutificação do Penicillium sp. 

 
Fonte: Só Biologia2 (2020) 

 

O gênero Penicillium pertence ao filo Ascomycota ou Ascomycetes. Sua classificação 

é baseada nos ascósporos que produzem durante a reprodução sexuada. Penicillium se traduz 

como “pincel de pintor”. Seu nome vem das cadeias de conídios formadas assexuadamente que 

emergem como uma escova terminal no micélio. 

                                                 
2Disponível em: http://www.sobiologia.com.br.  

http://www.sobiologia.com.br/
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Penicillium sp é um fungo teleomórfico (sexual) membro do grupo de fungos 

Trichomaceae, bem como da ordem Eurotiales, classe Eurotiomycetes e subclasse 

Eurotiomycetidae. Segundo Kimata et al. (1978), estes incluem fungos conidiais sapróbicos 

amplamente distribuídos, que crescem em vários substratos, Penicillium, e o agente causal de 

apodrecimento em citrinos, podridões de frutos que são frequentemente experimentadas no 

período pós-colheita. Estes são patógenos fracos que têm como alvo órgãos de reserva como 

frutas e sementes.  

Eles também podem causar a produção de micotoxinas nas sementes. Os gêneros 

Talaromices e Eupenicillium contêm os estágios teleomórficos das espécies de Penicillium. O 

ascoma não possui himênio e é cleistotecial, com os ascos dispersos por sua cavidade. Quando 

os ascósporos amadurecem, a parede arredondada do asco se rompe. Os conídios desenvolvem-

se em cadeias finas, longas e brilhantes. Os conidióforos são lisos, ovais, assimétricos e 

relativamente grandes (BODADE et al., 2010). A estrutura do Penicillium é composta pelo 

micélio, parede celular, poro central, coniodióforos, conídios, fialídeos, ascósporos, conforme 

mostrado no fluxograma a seguir (Figura 3.11): 
 

Figura 3.11 - Estrutura com Diagrama 

 
Fonte: Goswami (2020) 

A estrutura vegetativa 
do Penicillium é um 
micélio multicelular

O micélio é composto por uma 
estrutura filamentosa longa, 

altamente ramificada, multinucleada 
e septada, conhecida como hifas.

A parede celular é 
composta por um 
polissacarídeo de 
glicose e quitina

A continuidade 
citoplasmática é 

mantida através do 
poro central, presente 

nos septos

Os conidióforos estão 
presentes na extremidade do 

ramo junto com os 
conidiósporos esféricos, que 

são esporos assexuados 
produzidos exogenamente.

Os conídios são produzidos na 
sucessão basípeta, ou seja, o 

conídio mais jovem está 
presente na base

Os conídios são produzidos a 
partir de células 

especializadas chamadas 
fialídeos, presentes no grupo 

e que dão ao fungo uma 
aparência de escova.

Os ascósporos são encontrados 
em ascos dispostos em ascocarpos, 

que são esporos sexuais 
produzidos endogenamente.

Alguns dos micélios 
crescem mais 

profundamente no 
substrato para derivar 

alimento

O alimento é 
armazenado na forma 

de glóbulos de óleo
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Penicillium se reproduz por meios vegetativos, assexuados e sexuais. Na reprodução 

vegetativa, a fragmentação é utilizada para criar novas plantas; cada fragmento cresce sozinho 

em um micélio inteiro. A reprodução assexuada ocorre em estruturas únicas conhecidas como 

conidióforos (LOPÉZ-VILLAVIVENCIO et al., 2010).  

A diversificada gama de enzimas extracelulares geradas pelas espécies de Penicillium 

é crucial para a degradação microbiana de moléculas orgânicas. Várias enzimas celulolíticas e 

outras polissacarases, como α- e β-glucanases, hemicelulases e enzimas pécticas, bem como 

uma variedade de lipases e enzimas proteolíticas que são conhecidas por serem responsáveis 

pelo desenvolvimento de sabores distintos em queijos curados, são exemplos notáveis de 

hidrolases de Penicillium (HAMLYN, WALES e SAAGR, 1987). 

Como fungos do solo, estudos demonstraram a capacidade das cepas de Penicillium 

de metabolizar hidrocarbonetos (YANG et al., 2023) e criar enzimas extracelulares (PAN et 

al., 2023; SINITSYN et al., 2021). As cepas de Penicillium têm a capacidade de criar celulose 

(LI et al., 2021; XIE et al., 2023), mananase (BANDORIA, DIVECHA e SHAH, 2021; FODA 

et al., 2022; BANGORIA, PATEL e SHAH, 2023) e pectinase (AHMED e RAHMAN, 2021; 

MACEDO et al., 2023; NUÑEZ-SERRANO et al., 2024), o que sugere que essas cepas podem 

utilizar uma variedade de resíduos agrícolas. A possibilidade de produzir estas enzimas caras 

poderia ser levada em consideração para aplicações biotecnológicas.  

 

3.3.3.3. Aspergillus sp. 

 

Fungos filamentosos conhecidos como espécies de Aspergillus são frequentemente 

encontrados no solo, decompondo matéria vegetal, sementes e grãos, onde florescem no papel 

de saprófitas. Com cerca de 250 espécies, Aspergillus é um gênero relativamente grande. Estas 

espécies são atualmente categorizadas em sete subgêneros, que são divididos em múltiplas 

seções compostas por espécies relacionadas (RAPER e FENNELL, 1965; GAMS et al., 1985; 

GEISER et al., 2007). A morfologia está demonstrada na Figura 3.12. 
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Figura 3.10 -Morfologia do Aspergillus sp. 

 
Fonte: Adaptado de Taniwaki, Pitt e Magan (2018) 

 

 

As hifas são hialinas e septadas. A célula basal do pé nas hifas de suporte é onde 

começam os conidióforos e terminam em uma vesícula na ponta. A formação normal do 

Aspergillus é uma vesícula. Diferentes espécies têm diferentes morfologias e cores de 

conidióforos. As fiálides em forma de frasco cobrem total ou parcialmente a superfície superior 

da vesícula. As fiálides são bisseriadas, aderindo à vesícula através de uma célula de suporte 

conhecida como métula, ou unisseriadas, fixando-se diretamente à vesícula. Os conídios 

esféricos que formam cadeias radiais estão situados acima das fiálides (AFZAL et al., 2013; 

ZULKIFLI e ZAKARIA, 2017). 

As espécies de Aspergillus têm sido utilizadas há muito tempo como organismos 

modelo no estudo do crescimento de fungos filamentosos. Isso ocorre porque seus sistemas de 

reprodução sexual homotálico (autofértil) e heterotálico (cruzamento obrigatório), bem como 

sua morfologia de desenvolvimento assexuada bem caracterizada, os tornam simples de cultivar 

e manipular em laboratório. Desde a sua criação como organismo modelo por Pontecorvo 

(1953), a espécie homotálica A. nidulans em particular tem sido amplamente utilizada para 

estudos sobre a base genética da esporulação assexuada e sexual (OJEDA-LÓPEZ et al., 2018; 

ETXEBESTE e ESPESO, 2020; SON et al., 2023).  

Os esporos assexuados conhecidos como conídios, produzidos em grandes 

quantidades pelas espécies de Aspergillus, são amplamente reconhecidos. Embora 

ocasionalmente existam casos isolados de Aspergillus com morfologias distintas da cabeça dos 

conídios, estes são gerados a partir de conidióforos que compartilham a morfologia distinta do 
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Aspergillus, que consiste em células do pé, pedúnculos e métulas com vesículas e fiálides com 

conídios radiantes (YU, 2010; SAMSON et al. 2014). Em A. nidulans, milhares de genes são 

regulados durante o início da conidiação (GARCIA et al., 2013; CÁNOVAS et al., 2014). Esses 

genes incluem reguladores centrais, responsivos à luz e aveludados, bem como uma variedade 

de ativadores a montante e repressores negativos. 

As infecções fúngicas das plantas resultam naturalmente na produção de enzimas pelos 

fungos. Diversos fungos que causam doenças em plantas, como conhecidos como fungos 

fitopatogênicos, produzem enzimas extracelulares significativas que são indicativas de sua 

patogenicidade e são utilizadas no processo de patogênese, bem como na degradação e 

transporte de nutrientes para as células (FONSECA et al., 2018).  

O fungo Aspergillus sp. destaca-se pela capacidade de produzir inúmeras enzimas, 

tornando-o um dos principais microrganismos de interesse industrial. Como por exemplo, esse 

fungo pode produzir lipases (TACIN et al., 2018), por meio de fermentação submersa; 

pectinases (RÊGO et al., 2019), por meio de fermentação em estado sólido e celulases (SIVA 

et al., 2022). Na Figura 3.13, pode-se observar uma visão geral do processo de produção de 

enzimas por Aspergillus: 

 

Figura 3.11 - Etapas do processo para conversão de substrato de baixo custo em diversas 
enzimas por cepas de Aspergillus.

 

Fonte: Gholami-Shabani et al. (2021) 

 

A lise ou extração celular ocorre após a fermentação, seja na forma submersa ou sólida. 

Os detritos celulares são então removidos da cultura usando centrifugação, filtração ou 

sedimentação. Depois disso, a cultura isenta de células é concentrada por extração líquida 

utilizando solventes orgânicos, precipitação com sulfato de amônio ou ultrafiltração. Uma 

combinação de várias técnicas cromatográficas, tais como cromatografia de afinidade e 

filtração em gel, é então empregada (GHOLAMI-SHABANI et al., 2021). 
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As enzimas são secretadas em quantidades consideráveis pelas espécies de Aspergillus 

(HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). Comparado aos fungos, que normalmente são 

considerados os maiores produtores de proteases, este gênero é capaz de atingir níveis mais 

elevados de atividade enzimática. As proteases são as mais comuns entre as enzimas liberadas 

pela espécie (CARVALHO et al., 2012). 

Em sua revisão, Gholami-Shabani et al. (2021) identificou que as espécies de 

Aspergillus tem potencial para produção de enzimas tanto pela fermentação submersa quanto 

pela fermentação por estado sólido, em que foram identificados estudos envolvendo a produção 

de enzimas como amilase, celulase, quitosanase, galactosidase, invertase, lacase, lipase, 

naringinase, pectinases, fitase, proteases e  tanase, com diferentes tipos de fermentação e 

utilizando diferentes tipos de substratos. No que se refere as pectinases, as espécies A. niger, A. 

carneus NRC1, A. flavipes FP-500, A. tamarii, A. flavus CECT-2687 e A. japonicus receberam 

destaque.  

De acordo com Nuñez-Perez et al. (2022), Aspergillus sp. possui um suprimento 

abundante de maquinaria enzimática que lhe permite utilizar a biomassa das plantas, é um fungo 

perfeitamente adaptado a uma variedade de habitats, mas são necessários estudos avançados 

para confirmar se a produção de enzimas pectinolíticas está ligada ao crescimento fúngico. 

Portanto, as enzimas são produzidas para facilitar a quebra de nutrientes do meio para garantir 

o crescimento do fungo.  

 

3.3.4. Aplicações de enzimas pectinolíticas  

 

A produção de enzimas pectinolíticas tem despertado interesse na comunidade 

científica. Segundo Mangrio et al. (2023), relataram a capacidade de microrganismos, 

principalmente fungos filamentosos, em produzir enzimas com atividade pectinolítica, 

indicando um potencial para aplicações nas indústrias de alimentos e de bebidas.  

As enzimas pectinolíticas têm diversas aplicações industriais e são amplamente 

utilizadas. No mercado global de enzimas, correspondem a aproximadamente 25% da produção 

total (MOKRANI e NABTI, 2024). As pectinases são adicionadas aos purês de frutas e vegetais 

para quebrar a pectina, reduzindo a viscosidade e aumentando o rendimento do suco. Além 

disso, conferem ao produto acabado uma aparência cristalina e encurtam o tempo de filtração 

(RUIZ et al., 2017). 

Em particular, nas indústrias de sucos de frutas, as pectinases são adicionadas para 

degradar a pectina e outros componentes de alto peso molecular, o que resulta na redução da 
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viscosidade dos sucos, no aumento do rendimento de extração, na obtenção de uma aparência 

cristalina do produto final e na diminuição do tempo de filtração (DAS et al., 2023; CHEN et 

al., 2023). Na indústria vinícola, as pectinases são utilizadas durante o processo de 

esmagamento das uvas para melhorar a extração do suco e reduzir o tempo necessário para a 

clarificação (QUEIRÓS et al., 2023).  

Além disso, essas enzimas desempenham um papel importante na indústria têxtil, onde 

são empregadas para degradar a camada de pectina que reveste as fibras de celulose, permitindo 

seu processamento posterior (RAHMAN et al., 2023). Também são aplicadas no tratamento de 

resíduos líquidos e na degomagem de fibras naturais (ABIDIN et al., 2023). Na indústria de 

ração animal, as pectinases, juntamente com outras enzimas, são utilizadas para reduzir a 

viscosidade do produto, melhorar a absorção e a liberação de nutrientes, promovendo a hidrólise 

de fibras não biodegradáveis e nutrientes bloqueados pelas fibras (AZZAZ et al., 2021). 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL  

 

O desenvolvimento do experimento foi realizado em três etapas: obtenção do extrato, 

caracterização do substrato, produção e análise enzimática. A sequência experimental pode ser 

visualizada na Figura 4.1.  

 

Figura 4.1 - Fluxograma experimental 

 
Fonte: próprio autor. ART – Açucares Redutores Totais; pH – Potencial Hidrogeniônico; v/v 

– volume-volume.  
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4.2 SUBSTRATO  

 

O substrato utilizado na produção enzimática foi o extrato aquoso da algaroba, obtido 

das vagens da algaroba oriundas da cidade de Japi, localizado na microrregião da Borborema 

Potiguar – RN. A obtenção do extrato aquoso da algaroba foi baseada na metodologia descrita 

por Silva (2009). 

Os extratos aquosos de algaroba de diferentes lotes (2018 e 2023) utilizados como 

substrato para produção enzimática em diferentes concentrações (1 e 10% (v/v)) foram 

avaliados quanto ao teor de sólidos solúveis totais (SST) em termos de ºBrix, à quantidade de 

açúcar redutor total (ART) e pH.  

Vale salientar que o extrato aquoso da algaroba (lote 2018) a 10% (v/v) foi utilizado 

como substrato para os cultivos de seleção do isolado fúngico com mais habilidade em produzir 

enzimas pectinolíticas. O extrato aquoso da algaroba (lote 2023) a 1% (v/v) foi utilizado como 

substrato para o acompanhamento cinético da produção enzimática com o isolado selecionado. 

Além dos substratos, as análises quanto à quantidade de SST e teor de pectato de cálcio 

(pectina) foram realizadas em sucos (caju e maçã) utilizados para o teste de clarificação, como 

forma de verificar o potencial de aplicação do caldo enzimático produzido, de acordo com as 

metodologias propostas por Silva et al. (2018) e Santos et al. (2021).  

 

4.2.1 Caracterização do substrato  

 

O extrato aquoso de algaroba foi caracterizado por meio das seguintes análises:  

 

4.2.1.1 Teor de sólidos solúveis totais (SST)  

 

O teor de sólidos solúveis totais (SST) foi determinado por meio de equipamento 

denominado refratômetro portátil com compensação automática de temperatura (ATC - 

Brewparts) que fornece os valores em ºBrix (SANTOS et al., 2021). 

 

4.2.1.2 Determinação de açúcares redutores totais (ART)  

 

A quantificação de açúcares redutores totais (ART) foi realizada pela análise do meio 

composto por 1% e 10% (v/v) de extrato aquoso de algaroba utilizando o método do DNS (ácido 

3,5-dinitro salicílico) proposto por Miller (1959) adaptado por Vasconcelos (2013).  
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Uma alíquota de 1 mL de cada amostra foi adicionada a 0,5 mL de ácido clorídrico 

(HCl a 2N) em um tubo de ensaio. O conjunto foi levado ao banho-maria (SevenLabor) por 10 

min sobre a temperatura de 70 °C. Após realizada a hidrólise foram adicionados 2,0 mL de 

solução de NaOH a 2,0 N, após neutralização da mistura, transferiu a amostra para um balão 

volumétrico de 50 mL, completou o volume do balão volumétrico com água destilada para 

diluição.  

Em seguida, uma alíquota de 0,5 mL da amostra hidrolisada foi adicionada a 0,5 mL 

do reagente DNS em tubo de ensaio. A amostra foi levada ao banho-maria (SevenLabor) a 100 

°C por 5 min. Após aquecimento, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 min. Por 

último, adicionou-se 4 mL de água destilada a amostra. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 540 nm. O branco analítico foi composto de 0,5 mL de água destilada ao 

invés da amostra. Cada amostra foi analisada em triplicata. 

 

4.2.1.3 Determinação do potencial hidrogeniônico (pH)  

 

A determinação do potencial hidrogeniônico (pH) do extrato aquoso da algaroba, nas 

concentrações de 1% e 10% (v/v), foi realizada em um pHmetro de bancada (MS – Tecnopon 

– mPA-210). 

 

4.2.1.4 Determinação do teor de pectina  

 

Em um béquer de 250 mL, foi colocado 60 mL da amostra e acrescentou-se 100 mL 

de água deionizada. Ferveu-se lentamente durante 1 h, recolocando a água perdida por 

evaporação. Deixou-se esfriar o conteúdo do béquer, agitou-se bem. Em seguida, pipetou-se 

uma alíquota de 100 mL e transferiu-se para um béquer de 600 mL, adicionou-se 300 mL de 

água deionizada e 10 mL de hidróxido de sódio 1 M, agitando-se continuamente e então se 

deixou em repouso durante a noite. No dia seguinte adicionou-se 50 mL da solução de ácido 

acético 1 M sob agitação, aguardou se 5 min e adicionou-se sob agitação 50 mL da solução de 

cloreto de cálcio 1 M e levou-se à fervura por 1 min. Posteriormente, deixou-se em repouso por 

1 h e filtrou-se em papel filtro Whatmann nº 1 lavando-se o precipitado com água deionizada 

quente, quase em fervura até remover todo o cloreto livre. O resíduo do filtro foi transferido 

para uma placa de Petri previamente tarada e foi transferido para a estufa à 40 ºC e permaneceu 

durante a noite. No terceiro dia, a placa de Petri foi retirada da estufa e pesada, metodologia 

adaptada de Sebastião (2015) e Andrade et al. (2018).  



47 

O teor de pectina foi determinado conforme Equação 4.1: 

 

𝑔𝑔 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐á𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 (%) =  𝑔𝑔 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐á𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑥𝑥 100
𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎

    (4.1) 

 

4.3 MICRORGANISMOS 

  

Para produção enzimática foram utilizados os isolados fúngicos Paecilomyces sp. 

TP08 (isolado de óleo diesel/Posto de gasolina/João Pessoa/ Paraíba – 2014), Aspergillus sp. 

NA01 e Penicillium sp., todos cedidos pelo Laboratório de Biologia Molecular e Biotecnologia 

Vegetal do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba, utilizando a 

metodologia de Santos et al. (2021).  

Para manutenção dos isolados fúngicos, foi realizado o repique das culturas dos fungos 

em meio sólido Ágar-Sabouraud-Dextrose 2,0% (p/v) (5 g/L de peptona de carne, 20 g/L de 

glicose, 5 g/L de peptona de caseína e 15 g/L de ágar bacteriológico em placas de Petri e 

incubados a 30 °C por 10-15 dias, para seu desenvolvimento micelial, após crescimento foi 

armazenado a 4 °C. 

Para o preparo do inóculo, foi preparada uma suspensão de conídios dos fungos 

adicionando-se 10 mL de uma solução Tween 80 a 0,3 % (v/v) na placa de Petri e, com o auxílio 

de uma alça de platina, foi realizada a raspagem de conídios da superfície do meio. Após 

homogeneização, a solução foi transferida para um tubo de centrífuga (50 mL) esterilizado para 

a quantificação de conídios e posterior inoculação.  

A determinação da concentração de conídios na suspensão foi feita por meio de 

contagem em Câmara de Neubauer, e calculada de acordo com a Equação 4.2. E o volume de 

suspensão a ser inoculado ao meio de fermentação foi calculado conforme a Equação 4.3, 

ajustado de modo a ter-se uma concentração do inóculo de 1x107 conídios por mL de meio. 

 

𝐶𝐶𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 �
𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑚𝑚𝑚𝑚

� =  Ē × 5𝑥𝑥104 × 𝐹𝐹𝐷𝐷     (4.2) 

 

𝑉𝑉𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠ã𝑜𝑜(𝑚𝑚𝑚𝑚) =  
𝐶𝐶𝑖𝑖𝑖𝑖ó𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐�

𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑚𝑚𝑚𝑚 � × 𝑉𝑉(mL)

𝐶𝐶𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒�
𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑚𝑚𝑚𝑚 �

      (4.3) 

 

Em que: 
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Ē é a média de esporos contados na Câmara de Neubauer; 

Cesporos é a concentração de esporos na suspensão;  

Cinóculo é a concentração de inóculo;  

FD é o fator de diluição para a contagem na Câmara de Neubauer; 

V, volume de meio do processo de produção enzimática. 

 

4.4 PREPARO DO INÓCULO 

 

Para o preparo do inóculo foi usado um frasco erlenmeyer de 500 mL com volume de 

meio de 200 mL (Extrato aquoso da algaroba a 10% (v/v)) e uma alíquota de 2 mL da suspensão 

de esporos na concentração de 1x107 esporos/mL foi adicionada, deixado em shaker nas 

condições estabelecidas (200 rpm a 30 ºC). Após, a densidade ótica (comprimento de onda a 

600 nm) foi medida e ao atingir a absorbância entre 0,6 e 0,8 o inóculo estava pronto para ser 

adicionado aos frascos de cultivo. Para cada frasco contendo 100 mL de meio de cultivo foi 

adicionada uma alíquota de 10 mL de inóculo.  

 

4.5 CULTIVOS PARA PRODUÇÃO ENZIMÁTICA 

 

Os cultivos foram realizados para verificar a atividade enzimática com os isolados 

fúngicos propostos (Paecilomyces sp. TP08, Penicillium sp. e Aspergillus sp. NA01) em meio 

extrato aquoso da algaroba a 10% (v/v) nas seguintes condições de processo: 30 ºC, 200 rpm, 

pH 5,8, razão de aeração de 0,4 e concentração de esporos de 1x107 conídios/mL.  

O processo para cada isolado fúngico foi realizado em frascos erlenmeyers de 250 mL 

contendo 100 mL de meio de cultivo, os frascos foram esterilizados em autoclave (121 ºC, 1 

atm por 15 min). Em seguida, foi realizado a inoculação em cada frasco de cultivo. Todos os 

frascos foram colocados em agitação orbital a 200 rpm e em temperatura ambiente (30±2 ºC) 

durante 10 dias de cultivo. Amostras foram retiradas diariamente para quantificação da 

biomassa microbiana, do substrato e da produção de enzimas pectinolíticas. Todos os 

experimentos e análises foram realizados em triplicata.  
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4.5.1 Análises do processo de produção enzimática  

  

4.5.1.1 Determinação da concentração de biomassa microbiana  

 

O crescimento microbiano foi acompanhado pelo método gravimétrico por peso seco. 

O peso seco foi determinado por retirada de uma alíquota de 5 mL de caldo e filtrado em papel 

qualitativo previamente pesado. A amostra foi filtrada em filtração a vácuo, e ao final da 

filtração, descartou-se o filtrado e o pellet sedimentado no papel de filtro foi levado a estufa (85 

ºC por 24 h). Todo o procedimento foi realizado em triplicata. O peso seco foi determinado de 

acordo com a Equação 4.4: 

 

𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 � 𝑔𝑔
𝑚𝑚𝑚𝑚
� = 

𝑚𝑚𝑎𝑎𝑎𝑎ó𝑠𝑠 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒− 𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 

𝑣𝑣
                    (4.4) 

 

Em que:  

- 𝑚𝑚𝑎𝑎𝑎𝑎ó𝑠𝑠 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 : massa do conjunto células e papel de filtro após secagem; 

- 𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡: massa do papel de filtro seco.  

 

4.5.1.2 Determinação da concentração de substrato 

  

A quantificação do substrato foi realizada pela análise do caldo fermentado isento de 

células utilizando o método do DNS (ácido 3,5-dinitro salicílico) proposto por Miller (1959) 

adaptado por Vasconcelos (2013), conforme detalhado no item 4.2.1.2.  

 

4.5.1.3 Determinação da atividade de pectinases 

 

Para determinação da atividade pectinolítica foi utilizada pectina cítrica (P.A) a 0,6% 

(p/v) em tampão acetato (pH 5,5) como substrato específico, adicionado o caldo enzimático 

obtido dos cultivos, procedimento adaptado da metodologia descrita por Pinheiro (2007). Em 

tubos de ensaio contendo 2 mL da solução de pectina, foram adicionados 0,25 mL do caldo 

enzimático e em seguida incubados a 35 °C durante 30 min para proceder a reação enzimática. 

Após isso, foram transferidos 0,5 mL da mistura de reação para tubos de ensaio contendo 0,5 

mL do reagente DNS que foram levados ao banho termostatizado a 100 °C por 5 min. Por fim, 

após o resfriamento, aos tubos foram adicionados 4 mL de água destilada e homogeneizados.  
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As amostras foram lidas em espectrofotômetro (EVEN) a 540 nm. O branco da reação 

foi preparado adicionando-se 0,5 mL do reagente DNS a uma mistura de 2 mL da solução 

substrato com 0,25 mL do extrato enzimático obtido no início do processo. O branco analítico 

foi preparado adicionando-se 0,5 mL do reagente DNS a 2 mL da solução de pectina com 0,25 

mL de água destilada. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

A determinação da atividade de pectinases do caldo enzimático foi baseada no 

aumento de açúcar redutor/monômero formado por ação da enzima na pectina cítrica. Uma 

unidade de atividade enzimática de pectinase corresponde à quantidade de enzima que libera 1 

µmol de ácido galacturônico por min, nas condições do processo. Os resultados foram 

expressos por U/mL e calculados de acordo com a Equação 4.5: 

 

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 � 𝑢𝑢
𝑚𝑚𝑚𝑚
� = (𝐴𝐴−𝐵𝐵) 𝑥𝑥 𝑓𝑓 𝑥𝑥 𝑑𝑑 𝑥𝑥 2,25 

(0,1941 𝑥𝑥 30 𝑥𝑥 0,25)
                   (4.5) 

 

Em que: 

A: é a absorbância da amostra;  

B: é absorbância do branco da amostra;  

f: é o fator de conversão da curva de calibração de ácido galacturônico (mg/mL);  

d: é a diluição da amostra; 2,25 é o volume total da mistura reacional (mL);  

0,1941: é o fator de conversão de miligramas para µmol de ácido galacturônico;  

30: é o tempo de reação (minutos); E  

0,25: é o volume do extrato enzimático na mistura reacional (mL). 

 

4.6 APLICAÇÃO DO CALDO ENZIMÁTICO 

 

4.6.1 Preparo as amostras para o processo de clarificação dos sucos de fruta 

 

Os caldos enzimáticos obtidos em cultivo foram testados na clarificação de suco de 

maçã comercial (100% suco - sem conservantes) e de suco de caju (polpa – sem conservantes). 

O suco de caju foi preparado na proporção 1 polpa de 100g:100mL (m/v) de água destilada com 

auxílio de um agitador magnético e rotação de 1000 rpm. Após o preparo, todas as amostras de 

suco de maçã e de caju foram acondicionadas em tubos e para cada 6,0 mL de suco foi 

adicionado 1 mL dos caldos enzimáticos. A diluição dos caldos foi realizada para padronizar a 

atividade enzimática em todas as condições. O tempo de incubação dos devidos tratamentos 
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enzimáticos foi de 60 min a 50ºC. Após o período de tratamento, as amostras foram resfriadas 

em banho de gelo para interromper a reação enzimática e filtradas para as posteriores análises. 

 

4.6.2 Determinação da clarificação dos sucos de fruta 

 

O caldo enzimático pectinolítico obtido do processo de produção enzimática com o 

Aspergillus NA01 sp. foi aplicado em suco de caju e suco de maçã comerciais para verificação 

do potencial de clarificação das pectinases fúngicas. A clarificação dos sucos foi determinada 

por intensidade de cor, medida em espectrofotômetro, seguindo a metodologia por Sandri 

(2010). A leitura das amostras foi realizada em espectrofotômetro (modelo EVEN), nos 

comprimentos de onda de 440 e 520 nm, utilizando como branco a água destilada. O 

comprimento de onda de 440 nm corresponde à cor amarela decorrente de oxidação de 

polifenóis; a medida em 520 nm refere-se à cor vermelha, resultante da presença de antocianinas 

da fruta (TANNER e BRUNNER, 1985 apud REGINATO, 2016). 

A intensidade de cor (IC) do suco foi expressa como a soma das absorbâncias a 440nm 

e 520nm, conforme a Equação 4.6: 

 

𝐼𝐼𝐼𝐼 = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴440 +  𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴520                                             (4.6) 

 

Em que:  

 

IC é a intensidade de cor; Abs440 é a absorbância da amostra a 440nm de comprimento 

de onda;  

Abs520 é a absorbância da amostra a 520nm de comprimento de onda.  

 

A clarificação, expressa em percentual de clarificação, foi determinada em função da 

intensidade de cor do suco controle e do suco tratado, conforme descreve a Equação 4.7: 

 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶çã𝑜𝑜 (%) =  𝐼𝐼𝐼𝐼𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐− 𝐼𝐼𝐼𝐼𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 
𝐼𝐼𝐼𝐼𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

 × 100   (4.7) 

 

Em que: 

ICsuco controle – intensidade de cor do suco in natura 

ICsuco tratado – intensidade de cor do suco adicionado do caldo enzimático.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. CARACTERIZAÇÃO DOS SUBSTRATOS 

 

Os resultados podem ser observados na Tabela 5.1. 

 

Tabela 5.1 – Caracterização físico-química dos meios de cultivos e para clarificação 
Material Sólidos Solúveis 

Totais – SST (ºBrix) 
Açúcar Redutor 

Total (ART) pH [Pectina] 
(% pectato de cálcio) 

Extrato aquoso da algaroba – 
lote 2018 28,0 210g/L 5,1 NA 

Extrato aquoso da algaroba – 
lote 2023 19,0 180g/L 5,5 NA 

Meio – Extrato aquoso da 
algaroba a 10% (v/v) 3,2 8,5g/L 3,0 0,262 

Meio – Extrato aquoso da 
algaroba a 1% (v/v) 0,1 1,45g/L 4,8 0,784 

Suco de maçã 13,1 NA NA NA 
Suco de caju 6,0 NA NA NA 

*NA – não analisado Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

O extrato aquoso da algaroba (lote 2018) apresentou uma quantidade de SST igual a 

28 ºBrix, isso significa que a solução apresenta carboidratos fermentescíveis suficientes para 

serem utilizados como substrato em processos de transformação por ação microbiana. A 

determinação do ART de 210 g/L de açúcares complexos comprova a quantidade de açúcares 

presentes na amostra em termos de glicose. Nesse mesmo sentido foi determinado o teor de 

SST e ART no extrato aquoso (lote 2023), 19 ºBrix e 180 g/L, respectivamente, considerado 

fonte significativa de açúcares para o desenvolvimento de microrganismos em processos 

biotecnológicos. Qualquer substância que contenha açúcar ou outro carboidrato assimilável 

pelo microrganismo constitui-se em substrato para obtenção de bioproduto de interesse (LIMA 

et al., 2001).  

A partir dos resultados, pode-se observar que houve variação entre os SST e ART nos 

lotes de 2018 e 2023 do extrato aquoso de algaroba utilizados nos experimentos. A 

diferenciação pode estar atrelada ao grau de maturação das vagens da algaroba utilizadas para 

extração do caldo em ambos os lotes, uma vez que foram colhidas em momentos distintos. No 

processo de extração do caldo, segundo metodologia de Silva et al. (2001), antes da prensagem 

há um processo de embebição das vagens de algaroba para facilitar a retirada dos sólidos 

solúveis. A depender da hidratação promovida, poderá atingir diferentes concentrações de 

açúcares presentes no caldo oriundo da extração mecânica. O pH das amostras dos extratos, 5,1 
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e 5,5, foram similares, constatando um pH ligeiramente ácido ideal para o desenvolvimento dos 

isolados fúngicos utilizados nos cultivos. Dias et al. (2017) realizou a análise físico-química do 

extrato de algaroba e encontrou valores inferiores aos encontrados nesse estudo em termos de 

ART, em que seus resultados variaram de 99,08 g/L a 100,43 g/L, SST variando de 22,1 a 23,2. 

e pH foram similares aos encontrados nesse estudo 5,29 a 5,6, respectivamente.  

Nessa perspectiva, a eficiência da concentração inicial e o conhecimento sobre o 

consumo do substrato é determinante para o sucesso da produção enzimática e para determinar 

os parâmetros cinéticos para otimização mesma (SIMÕES et al., 2020). A literatura relata 

variações nos níveis de ART dependendo das condições de crescimento da algaroba. Alguns 

autores, como Besson e Michel (1992) e Nitschke, Ferraz e Pastore (2004) encontraram uma 

composição de ART nas vagens de algaroba de 3,4 g/100 g e 4,03 g/100 g, respectivamente. 

Silva (2009) mediram o teor de ART da farinha de algaroba e descobriram que era de 4,6 

g/100g, ou 49,7 g/L. Peña-avelino et al. (2014), relatou o teor de ART na vagem inteira da 

algaroba vermelha e branca (Prosopis laevigata) em 198 g/L, resultado mais aproximado do 

encontrado para a espécie utilizada nesse estudo. Os resultados deste estudo demonstraram que 

existem açúcares fermentáveis suficientes no extrato aquoso de algaroba para que os 

microrganismos cresçam e produzam enzimas pectinases. 

Como as amostras de extrato aquoso de algaroba foram feitas do mesmo conjunto de 

vagens, seus níveis de pH eram todos similares. Esses resultados estão alinhados com os 

relatados na literatura que variam de 4,0 a 5,0, obtidos para o extrato bruto de algaroba na 

produção de enzimas e outros bioprocessos, como o uso do extrato de algaroba como fonte 

substituta para a produção de celulose bacteriana (NASCIMENTO et al., 2016) e como fonte 

de carbono para obtenção de celulose bacteriana (NASCIMENTO et al., 2013).  

Qualquer processo biológico possui níveis mínimos, ótimos e máximos de pH 

dependendo de como cada microrganismo se desenvolve. Em geral, as bactérias preferem 

valores de pH entre 6,5 e 7,0, enquanto os fungos preferem valores de pH mais baixos, entre 

4,5 e 5,0 (PERAZZO NETO, 1999). 

A quantidade de pectina na forma de pectato de cálcio encontrado neste trabalho foi 

de 0,262 e 0,784, para os extratos de algaroba a 10% e 1%, respectivamente.  Esse valor pode 

ser comparado ao resultado do teor de substâncias pecticas em algaroba, estimado em 4,9%.  

Polissacarídeos complexos chamados compostos pécticos são encontrados nas paredes 

celulares das plantas e servem como aglutinantes. Farmacologicamente, as pectinas funcionam 

como anti-hipercolesterolêmico e auxiliam na eliminação de metais pesados (IBRAHIM et al., 

2013). 
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A caracterização dos sucos de frutas cítricas como caju e maçã, em termos de SST, foi 

essencial para verificar o potencial do caldo enzimático produzido em clarificar esses meios. 

Assim, o suco de maçã apresentou SST de 16,1 ºBrix e o suco de caju 6,0 ºBrix. De acordo com 

a literatura, o teor de SST pode variar a depender do método utilizado na obtenção do suco da 

fruta (maçã) e da pseudofruta (caju). Em média, o suco de caju pode variar de 8-10 ºBrix 

(SANCHO et al., 2007), o SST encontrado nesse estudo pode estar associado ao método de 

obtenção do suco, pois foi utilizado uma polpa comercial isenta de conservantes e após a 

diluição em água, realizou-se uma filtração, o que pode ter reduzido o teor de SST. O suco de 

maçã apresentou um teor de SST de 13,1 ºBrix, suco comercial integral sem adição de açúcares 

e conservantes. De acordo com regulamento técnico o suco de maçã deverá obedecer às 

características e composição, apresentando uma cor translúcida, aroma próprio, sólido solúvel 

mínimo de 10,5 °Brix (20 °C) e um máximo de açúcares totais do fruto de 13,5 g/100 g 

(EMBRAPA, 2020).  

 

5.2 PROCESSO DE PRODUÇÃO ENZIMÁTICA 

 

5.2.1 Cultivos para verificação da habilidade dos isolados fúngicos em produzir pectinases  
 

Na Figura 5.1 pode-se observar o aspecto macroscópico da biomassa seca de duas das 

três espécies utilizadas, e a terceira não foi registrada: 

 

Figura 5.1 – Aspecto macroscópio da biomassa seca de Aspergillus sp. NA01(A) e 
Paecilomyces sp. TP08(B) 

 
Fonte: Autor (2024). 

 

De acordo com Gomes et al. (2007), a compreensão do crescimento microbiano é 

fundamental para o desenvolvimento de processos enzimáticos eficientes, uma vez que o 

aumento da biomassa microbiana pode estar relacionado à produção de enzimas, desde que o 

A B 
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microrganismo seja induzido a produzi-las para hidrolisar os substratos não facilmente 

assimiláveis. Mudanças no pH e na temperatura do meio de produção podem ter impacto na 

produção de certas enzimas. Qualquer alteração nesses parâmetros faz com que a morfologia 

do fungo e a produção de enzimas sejam alteradas (BODADE et al., 2010). 

A determinação da quantidade de inóculo é necessária para cada isolado de fungo, 

sendo crucial para garantir um cultivo adequado. Conforme Kapoor e Beg (2018) mencionam, 

que a concentração adequada de esporos é um fator determinante na eficiência da produção 

enzimática. 

Conforme Sharma et al. (2001) destacam, a biomassa microbiana é um indicador 

confiável do desenvolvimento dos fungos, permitindo avaliar a viabilidade e a produtividade 

desses microrganismos. Houve mudanças macroscópicas no aspecto do caldo fermentado 

durante a cultura de 10 dias. Antes do processo, o meio apresentava uma coloração âmbar 

translúcida; entretanto, após a inoculação, o meio começou a apresentar uma coloração mais 

turvada devido a proliferação do fungo. Além disso, o aroma do extrato de algaroba foi 

transformado durante o processo de fermentação. 

O consumo de substrato, utilizando o extrato aquoso de algaroba, foi avaliado durante 

o processo de produção enzimática. De acordo com Simões et al. (2020), entender a eficiência 

do consumo de substrato pelos fungos é essencial para otimizar a produção enzimática. Além 

disso, a caracterização do complexo enzimático, com ênfase nas atividades enzimáticas 

pectinolíticas, fornecerá informações detalhadas sobre as enzimas produzidas pelos fungos, 

como estabilidade frente ao pH, força iônica e temperatura conforme Alves et al. (2020) 

destacam em sua revisão sobre a aplicação industrial de enzimas pectinolíticas a depender de 

suas características. 

Os resultados do cultivo com o isolado Penicillum sp. em meio extrato de aquoso da 

algaroba a 10% (v/v) durante 240 h podem ser vistos na Figura 5.2. A concentração inicial de 

substrato, demonstrada pela determinação dos açúcares redutores totais (ART), foi de 8,04 g/L. 

O consumo máximo do substrato foi constatado entre 48 h e 120 h de cultivo. A literatura relata 

variações nos níveis totais de redução de açúcar dependendo das condições de crescimento da 

planta. Alguns autores descobriram que a composição de açúcares redutores no extrato aquoso 

de algaroba variou de 99,08 g/L a 100,43 g/L (DIAS et al., 2017). Nas vagens de algaroba 

foram relatados valores de 198 g/L, respectivamente (PEÑA-AVELINO et al., 2014). Silva 

(2009) mediram o teor de açúcar redutor da farinha de algaroba e descobriram que era de 49,7 

g/L. Esses resultados indicam que existem açúcares fermentáveis suficientes no extrato aquoso 
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de algaroba para o crescimento de microrganismos e que a produção de pectinases é possível 

quando se utilizou o Penicillium sp.. 

 

Figura 5.2 - Produção de pectinases utilizando o isolado Penicillium sp.

 
Fonte: Autor (2024) 

 

A produção de pectinases por Penicillium sp. utilizando outros substratos já foi 

relatada anteriormente. Banu et al. (2010), investigou 10 isolados de resíduos para a produção 

de enzimas pectinolíticas quando cultivados em meio sólido contendo pectina. Zonas de 

depuração foram utilizadas para selecionar Penicillium chrysogenum e fermentação submersa 

foi utilizada para produzir a enzima pectinase. Utilizando sacarose e persulfato de amônio como 

fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, Penicillium chrysogenum produziu mais 

enzimas em pH 6,5 e 35 °C. Os resultados desse estudo indicaram que a pectinase de P. 

chrysogenum foi termoestável a 40 °C e teve sua atividade máxima a 50 °C e pH 6,5, sendo 

indicado que a mesma poderia ser aplicada para extração e clarificação de sucos, dentre outras 

aplicações industriais, pelos autores. No entanto, os mesmos não realizaram testes para 

comprovar essa atividade. 

No estudo de Sudeep et al. (2020), teve como objetivo separar, filtrar e descrever a 

pectinase de fungos que foram isolados de diferentes amostras de solo e avaliar seu uso na 

clarificação do suco. Para isolar e rastrear cepas de fungos, o ágar batata dextrose (ABD) 
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contendo 1% de citropectina foi utilizado como método primário e a enzima foi gerada através 

da fermentação em estado submerso (FES). Apenas quatro estirpes, de 14, exibiram o nível 

mais elevado de atividade pectinolítica e Aspergillus spp. Gm, uma das quatro cepas, foi a que 

produziu o maior número de enzimas quando cultivada por 48 h a 1% de concentração de 

substrato e 30 °C. 

Otimizando a produção de pectinase de resíduos de casca de laranja por Penicillium 

Chrysogenum, Ahmed e Rahman (2021) indicaram que as cepas Aspergillus terreus MN901491 

e A.  oryzae MN894021 são capazes de produzir a enzima pectinase. No entanto, Penicillium 

chrysogenum MF318506 apresentou a maior atividade de pectinase (0,214 U/ml) no meio 

recomendado a 30 °C a 150 rpm, em 6 dias. Diferentes resíduos agrícolas (casca de laranja, 

casca de banana, casca de batata, casca de romã, farelo de trigo e farelo de arroz) foram 

selecionados, mas a atividade máxima de pectinase de 0,48U/ml foi obtida da casca de laranja.  

Buscando determinar as atividades de pectinanses de alguns fungos selecionados em 

resíduos agrícolas, Ametefe et al. (2022) identificou que os fungos (Penicillium sp. e 

Aspergillus niger) desenvolveram pectinases mais ativas que a levedura Pichia kudriavzevii 

F2-T429-5. Quando comparada ao farelo de trigo, casca de banana, espigas de milho, cascas de 

frutas e folhas de Thaumatococcus daniellii (planta de oração doce), a casca de laranja produziu 

pectinase com atividade considerável. No estudo sobre a atividade pectinase de frutos de 

morango, a presença de Penicillium citrinum esteve entre as mais frequentes, de acordo com o 

estudo de Hussein et al. (2020), contribuindo, assim, para a produção de pectinases a partir 

desse resíduo. 

A produção de pectinases com o isolado Paecilomyces sp. TP08. em meio extrato de 

aquoso da algaroba a 10% (v/v) durante 240 horas pode ser vista na Figura 5.3. 
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Figura 5.3 - Produção de pectinases utilizando o isolado Paecilomyces sp. TP08. 

 
Fonte: Autor (2024) 

 

A concentração inicial de substrato, demonstrada pela determinação dos açúcares 

redutores totais (ART), foi de 8,10g/L. O consumo máximo do substrato foi constatado apenas 

72h de cultivo, esse consumo proporcionou um crescimento de biomassa de 2,39 g/L do isolado 

e uma produção enzimática máxima de 1,60 U.mL-1 de atividade pectinolítica. O bagaço de 

algaroba, um subproduto da exploração de seus frutos, é composto por materiais celulósicos e 

hemicelulósicos, que podem ser convertidos em nutrientes pelos microrganismos produtores de 

enzimas (MOHARRAM, ZOHRI e HUSSEIN, 2021). 

O estudo de Patil et al. (2012) revelou que um isolado do solo não rizosférico não 

tratado de áreas de processamento de frutas e resíduos industriais, produzia uma quantidade 

notável de exopoligalacturonase. Utilizando a análise da sequência do gene 18S rRNA e 

características morfológicas, o isolado foi identificado como Paecilomyces variotii. A 

exopoligalacturonase purificada apresentou atividade específica de 98,49 U/mg de proteína em 

pH 6,0 e 30 °C sob condições parcialmente otimizadas. Entre 10 e 30 °C, a enzima era 

relativamente estável e, à medida que a temperatura subia, também aumentava a atividade da 

enzima. O estudo ainda revelou que houve atividade enzimática da pectina esterase e pectina 

liase em menores atividades para esse substrato. Amostras de suco de fruta apresentaram 

diminuição significativa da viscosidade com a adição de enzima purificada. 
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Um tratamento de baixa severidade com menor concentração de biomassa e condições 

de cultivo mais amenas foi considerado ideal para a produção de pectinases devido à alta e 

rápida indução destas enzimas pelo licor resultante, com uma atividade enzimática observada 

de 2,11 U/ml, um 11% de redução no teor de lignina total e solubilização de 71% da porção 

celulósica e hemicelulósica. Este estudo avaliou o potencial de produção de enzimas 

holocelulolíticas induzidas por Paecilomyces formosus utilizando resíduos agroindustriais de 

café como substrato (ANDRADE et al., 2023). 

Por fim, para a produção de pectinanses com o isolado Aspergillus NA01 sp. em meio 

extrato de aquoso da algaroba a 10% (v/v) durante 240 h, os resultados podem ser vistos na 

Figura 5.4. 

 

Figura 5.4 - Produção de pectinases utilizando o isolado Aspergillus NA01 sp. 

 
Fonte: Autor (2024) 

 

A concentração inicial de substrato, demonstrada pela determinação dos açúcares 

redutores totais (ART), foi de 9,55g/L para o cultivo com Aspergillus sp NA01. O consumo 

máximo do substrato foi constatado também com 72 h de cultivo, assim como no cultivo do 

Paecilomyces sp TP08, a biomassa fúngica ao final do cultivo foi de 2,43 g/L do isolado e uma 

produção enzimática máxima de 2,46 U/mL de atividade pectinolítica.  

Ademais, Li et al. (2020) também utilizou Aspergillus niger para produzir pectinase e 

α-galactosidase em um substrato de casca de soja, considerando variáveis como pH e 
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temperatura, mostrando que temperaturas de 20 °C, 25 °C e 30 °C afetam o crescimento celular 

em sacarose com uma energia de ativação da lei de Arrhenius de 28,7 kcal/mol e que o pH deve 

ser mantido acima de 2,6 para evitar a limitação na produção de pectinase e, no estágio posterior 

de limitação do substrato, mantido abaixo de 5,5 para evitar a degradação da pectinase.  

Utilizando milho triturado como substrato sólido, Ustok et al. (2007) utilizaram 

Aspergillus sojae para criar enzimas poligalacturonase, atingindo uma atividade enzimática 

máxima de 29 U/g após 5,5 dias. Os pesquisadores utilizaram resíduos de café como substrato 

para produzir a enzima pectinase e demonstraram que, utilizando espécies de Aspergillus, a 

atividade enzimática máxima ocorre na faixa de temperatura entre 25 e 35 °C (NUÑEZ-PEREZ 

et al., 2022).  

No estudo de Ajayi et al. (2020), o rendimento de pectina das cascas de abacaxi foi de 

24,8% após 1h de extração, indicando que A. niger utilizou a pectina das cascas de abacaxi para 

produzir pectinase. A temperatura, pH e concentração de substrato ideais foram 40 °C, 5,0 e 

1%, respectivamente. Após 5 min a 90°C, a enzima ficou totalmente inativa e superou a 

pectinase comercial na extração do óleo de coco. É conhecido que alguns fatores como valor 

de pH, temperatura de incubação, períodos de incubação, fonte de carbono, fonte de nitrogênio 

e sais minerais do isolado Aspergillus sp F9 alteram a produção de pectinase (EL-GHOMARY, 

SHOUKRY e EL-KOTKAT, 2021).  

Na Figura 5.5, é possível observar melhor como se deu a produção de pectinases para 

cada uma das espécies fúngicas e qual apresentou o melhor resultado: 
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Figura 5.5 - Produção de pectinases, em comparação, nos ensaios com Penicillium sp., 
Paecilomyces sp.TP080e Aspergillus sp. NA01

 
Fonte: Autor (2024) 

 

Em relação à produção de pectinases, os resultados indicam que Aspergillus sp. NA01, 

no quarto dia, apresentou uma produção de 2,460 U/mL. Assim como o rápido consumo dos 

açúcares, apresentando melhores resultados em relação à produção de pectinases, seguido do 

Penicillium sp.e do Paecilomyces sp. TP08, respectivamente, conforme pode ser visto na Figura 

supracitada. Ou seja, os resultados indicaram que Aspergillus sp. NA01, foi o substrato que 

apresentou os melhores resultados em relação à produção de pectinases, a partir do 

acompanhamento cinético (proteínas totais) do crescimento do Aspergillus sp. NA01 em meio 

a 1% de extrato aquoso da algaroba. 

As maiores zonas de limpeza entre os fungos isolados localmente foram encontradas 

com Aspergillus niger AUMC 4156 (22 mm) e Paecilomyces variotii AUMC 4149 (21 mm), 

que foi principalmente comparável com a atividade pectinolítica da cepa importada Aspergillus 

niger NRRL 337 (23 mm), de acordo com uma avaliação da capacidade das vinte cepas em 

produzir enzimas pectinase. A pesquisa das condições ambientais e nutricionais que resultaram 

na maior quantidade de pectinase(s) produzida(s) por essas três cepas revelou que 30˚C e 5 dias 

foram os períodos de incubação ideais para Aspergillus niger NRRL 337, Aspergillus niger 

AUMC 4156 e Paecilomyces variotii AUMC 4149, respectivamente (RAGAB, FARAG e 

ALMOWALLAD, 2010). 
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A algaroba (Prosopis juliflora) pode ser considerada uma fonte promissora de 

aproveitamento de baixo custo na produção de enzimas, visto que sseus resultados são 

comparáveis a resultados já encontrados na literatura para outros substratos. A utilização de 

subprodutos da algaroba como fonte de nutrientes para a produção de enzimas pode ser ainda 

mais vantajosa quando combinada com técnicas de fermentação em estado sólido. Essa 

abordagem permite a utilização eficiente de resíduos agroindustriais e oferece vantagens, como 

menor consumo de água e menor geração de efluentes (SILVA et al., 2019). 

 

5.2.2 Produção de pectinases por Aspergillus NA01 sp. 

 

Na Figura 5.6 pode ser observado o acompanhamento cinético do crescimento do 

Aspergillus sp. NA01 em meio a 1% de extrato aquoso da algaroba, em que se observou a 

concentração máxima de biomassa microbiana de 1,92 g/L em 48 h e proteínas totais próximo 

de zero. Isso significa que o isolado conseguiu consumir a quantidade de açúcares mais 

assimiláveis presentes no meio rapidamente nas primeiras 48 h. Para síntese de enzimas 

hidrolíticas é necessário que o microrganismo tenha disponível uma quantidade mínima de 

substrato facilmente assimilável para que possa crescer até uma concentração que permita sua 

sobrevivência. Assim, a quantidade de proteínas totais é menor nesse momento do cultivo, após 

às 48 h, há uma redução na oferta desses açúcares e o microrganismo é induzido a produzir as 

enzimas pectinolíticas e outras enzimas para hidrolisar os substratos mais complexos presentes 

no extrato da algaroba (amido, proteínas e pectina).  

Em 72 h, pode-se observar uma diminuição na concentração de biomassa do fungo e 

um aumento na produção de proteínas totais, inferindo-se que o isolado está sendo induzido a 

produzir mais enzimas para hidrolisar carboidratos mais complexos e garantir sua 

sobrevivência no meio. Assim, constatou-se um aumento na produção de proteínas em 96 h de 

cultivo.  
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Figura 5.6 - Acompanhamento cinético do crescimento do Aspergillus sp. NA01 em meio a 
1% de extrato aquoso da algaroba (P. juliflora)

 
Fonte: Autor (2024) 

 

Observando os valores do gráfico da Figura 5.6, pode-se verificar que a biomassa de 

Aspergillus sp. produzida apresenta conteúdo proteico elevado, tendo em vista que foi 

observado um conteúdo de 0,47 g/L no estágio final (96 h), o que torna extremamente 

interessante sua produção. As células de Aspergillus sp. NA01 cultivadas no extrato aquoso de 

algaroba possuem composição semelhante à reportada na literatura (IYAYI, 2004; 

AUGUSTINE et al., 2006; AHMED et al., 2017).  

Além disso, foram analisadas as atividades pectinolítica e proteica, como pode ser 

observado na Figura 5.7, em que a atividade pectinolítica máxima foi de 7,08 U/mL em 24 h, 

com um teor de proteínas de 0,18 g/L.  

 

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 24 48 72 96

[P
ro

te
ín

as
 to

ta
is

] g
/L

B
io

m
as

sa
 m

ic
ro

bi
an

a 
-[

X
] g

/L
Su

bs
tra

to
 -

[A
R

T]
 g

/L
 

Tempo (h)

[X]g/L [ART]g/L [Proteína]g/L



64 

Figura 5.7 - Produção de pectinases e proteínas por Aspergillus sp. NA01 em meio a 1% de 
extrato aquoso da algaroba (P. juliflora) 

 
Fonte: Autor (2023) 

 

No estudo de Anisa, Ashwini e Girish (2013), os autores investigaram a atividade 

pectinolítica de vários Aspergillus spp., isolados de resíduos agrícolas, serapilheira, esterco de 

fazenda e esterco de vaca em meio de ágar pectina, Aspergillus flavus, A. niger, A. Ochraceous 

e Aspergillus sp. e encontraram valores semelhantes ao encontrado no presente estudo, variando 

de 5,4 a 10,8U/mL. Outros estudos apresentaram resultados semelhantes, enquadrados dentro 

da faixa citada (MUNIR et al., 2020; GUIMARÃES et al., 2022; YANG et al., 2023). 

  

 
5.2.3. Aplicação das pectinases fúngicas de Aspergillus NA01 sp. no processo de 
clarificação de sucos 
 

O suco de maçã clarificado é muito mais popular do que o suco de maçã natural não 

clarificado devido à preferência do consumidor por um suco de maçã totalmente transparente e 

brilhante. Após o suco ser engarrafado, não deve ocorrer turbidez e os detritos suspensos devem 

ser removidos para produzir suco de maçã transparente. O suco que acabou de ser prensado 

contém sólidos em suspensão que são precipitados propositalmente antes de serem filtrados 

(ORTEGA-RIVAS, 2019). Ademais, foi relatado que a clarificação, assim como a adição de 

conservantes e o controle da temperatura durante o armazenamento, são essenciais para a 
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manutenção do conteúdo nutricional, dos parâmetros físico-químicos e dos atributos sensoriais 

em sucos de caju (ALUKO, KASSIM e MAKULE, 2023). 

Tendo em vista que as pectinases são extensivamente utilizadas no processamento de 

frutas, principalmente na produção de sucos e vinhos, justifica-se a escolha dessa enzima para 

a clarificação dessas duas amostras. Essas enzimas são utilizadas na etapa de clarificação, 

promovendo a hidrólise das moléculas de pectina, diminuindo a viscosidade e a turbidez do 

suco, ou seja, promovendo a clarificação dos sucos in natura (REGINATTO, 2016).  

Em função destas aplicações comerciais, a ação das enzimas pectinolíticas foi avaliada 

no tratamento de suco comercial de fruta de caju e de maçã. Os resultados dos processos de 

clarificação estão dispostos na Tabela 5.2.  

 

Tabela 5.2 - Clarificação de suco de fruta por meio da ação do caldo enzimático pectinolítico 

Amostra  Controle  Tratado  IC Clarificação  
(%) Abs440 Abs520 Abs440 Abs520 controle tratado 

Suco de 
maçã 0,259 0,125 0,269 0,114 0,384 0,383 0,26 

Suco de 
caju 1,354 1,468 1,455 1,361 2,822 2,816 0,21 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

 

Na Tabela 5.2, pode-se observar que houve redução nos valores de absorbância em 

440 nm e 520 nm para os sucos tratados em relação ao controle. Essa clarificação foi calculada 

em 0,26% e 0,21% para os sucos de maçã e caju, respectivamente.  

A tanase obtida a partir do Penicillium rolfsii CCMB 714 foi relatada como 

extremamente eficaz na clarificação do suco de maçã, reduzindo a turbidez acima de 70% sem 

a necessidade de procedimentos de purificação e aumentando a qualidade do produto, reduzindo 

o tempo de uso e as despesas (ANDRADE et al., 2021).  

Utilizando casca de laranja– um processo barato, adaptável e ecologicamente correto 

– A. niger produziu a maior quantidade de pectinase por fermentação submersa. Este método é 

econômico, flexível e ecologicamente benigno. Em 120 minutos, foi notada uma mudança de 

cor no suco de maçã, indicando a aplicabilidade da pectinase parcialmente purificada para 

clarear o suco de maçã e à sua capacidade de quebrar a pectina. Assim, a pectinase mostrou um 

potencial considerável para a clareza do suco de maçã. 

A aplicação de pectinase para clarificação de suco oferece vários benefícios, incluindo 

melhor produção de suco devido à maior liquefação da polpa, diminuição do teor de açúcar, 

diminuição da turbidez e viscosidade e aumento do teor de sólidos solúveis totais (RAMADAN, 
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2018). Além disso, o sabor original da fruta crua é preservado em condições de processamento 

suaves (CARLI et al., 2019; HE et al., 2018; PAGNONCELI et al., 2019).  

A viscosidade do suco foi diminuída pelas pectinases, mas o rendimento, o teor de 

açúcar e a transmissão de luz aumentaram. Após o tratamento com pectinase, a transmitância 

luminosa do extrato de laranja, maçã e uva melhorou 19,2, 7,3 e 3,8 vezes, respectivamente 

(HE et al., 2018). Da mesma forma, observou-se que a viscosidade do suco de romã, maçã e 

laranja diminuiu 71,43%, 57,5% e 54,2% após tratamento enzimático (POTURCU et al., 2017). 

Sudeep et al. (2020) utilizou a cepa Aspergillus spp. para clarificação de suco de 

laranja e observou que à medida que a concentração da enzima aumentava, o rendimento do 

suco, o SST, o valor de absorbância e a % de transmitância também aumentavam. O percentual 

de clarificação não foi calculado, mas os dados indicam que a absorbância a 540 nm na 

concentração enzimática de 1% foi de 0,75 para a amostra utilizada, similar a absorbância 

observada para o suco de caju clarificado nesse estudo.  
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6. CONCLUSÃO  

 

O presente estudo teve como hipótese que o extrato de algaroba pode ser utilizado 

como substrato para a produção de enzimas pectinolíticas usando os fungos filamentosos. 

Foram, então, utilizados isolados fúngicos como Penicillium sp., Paecilomyces sp. TP08 e 

Aspergillus sp., para verificar suas habilidades de produzir enzimas microbianas induzidos para 

composição do extrato aquoso das vagens de algaroba. 

A partir da realização dos experimentos e da análise dos resultados, podemos inferir 

que nossa hipótese foi validada, visto que houve resultados positivos em relação a produção de 

enzimas pectinolíticas usando os fungos filamentosos e que as mesmas puderam ser utilizadas 

na clarificação de sucos de fruta. 

Um dos objetivos específicos foi verificar dentre os isolados estudados qual teria a 

maior habilidade de produção de pectinases nas condições de processo utilizadas, em que 

indicou-se, a partir das análises, que o isolado de Aspergillus NA01 sp. foi o que apresentou 

maior produção de pectinases.  

A partir disso, respondeu-se ao segundo objetivo específico, que tratava de verificar o 

potencial de utilização do extrato aquoso de algaroba na produção de pectinases, em que 

confirmou-se a produção da mesma em todos os isolados fúngicos analisados. Ademais, foi 

verificado o potencial de aplicação do caldo enzimático produzido em processo de clarificação 

de suco de frutas, em que se observou que houve mudanças na absorbância, comparadas a 

resultados discutidos na literatura.  

Portanto, os resultados obtidos foram comparados entre as espécies fúngicas, dando 

destaque para a espécie fúngica Aspergillus NA01 sp. demonstrando que a produção de enzimas 

pectinolíticas a partir do extrato aquoso da algaroba representa uma abordagem promissora na 

indústria biotecnológica. Os resultados mostram que o complexo enzimático produzido pelo 

isolado Aspergillus sp NA01, em extrato aquoso de algaroba, pode atuar como agente 

clarificante em sucos de fruta, como caju e maçã.  
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