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Otimizacao da producao de
extrato de kiwi: avaliacao

das condicoes ideais de pH e
temperatura para aplicagao como
coagulante vegetal

RESUMO: Extratos vegetais ganharam destaque devido as suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e proteoliticas, oferecendo
alternativas sustentaveis ao coalho de origem animal. A actinidina
(EC 3.4.22.14) é uma protease encontrada no kiwi (Actinidia deliciosa) que
auxilia na coagulacado do leite em condigdes tipicamente utilizadas na
fabricacdo de queijos. Pesquisas mostram que a atividade proteolitica do
kiwi é semelhante a de outras frutas comumente utilizadas na producéo
comercial de proteases, como abacaxi, mamao e figo, devido a sua
alta atividade enzimatica. Este estudo teve como objetivo produzir e
otimizar extrato bruto de kiwi, sem etapas de purificagdo, para uso como
coagulante vegetal na industria de laticinios. A atividade proteolitica do
extrato de kiwi foi avaliada utilizando duas solu¢des tampao (fosfato e
citrato) por meio da metodologia de superficie de resposta. Os resultados
mostraram que o extrato preparado em tampao fosfato apresentou
maior atividade proteolitica (0,734 U/mL) em comparacao ao tampao
citrato (0,455 U/mL). Além disso, as condi¢des 6timas de atividade
enzimatica validadas foram observadas a 57,5 2C e pH 5,75 para o tampao
fosfato, e a 57,5 2C e pH 7,2 para o tampao citrato. A validagdo dos
resultados mostrou baixo desvio relativo, indicando alta confiabilidade
dos dados. O tampédo fosfato também apresentou maior atividade
proteolitica e um R? > 0,70, destacando o potencial do extrato de kiwi
como um coagulante vegetal sustentavel para a producgao de queijo. As
condicGes ideais para a obtencdo do extrato de kiwi foram identificadas
com tampao fosfato a 57,5 °C e pH 5,75. Este estudo enfatiza a
importancia de explorar novas fontes vegetais e otimizar as condigbes de
extragao para a tecnologia de alimentos, promovendo a sustentabilidade
e a inovacgao.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa; actinidina; atividade proteolitica;
coagulantes vegetais; extratos vegetais.
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Optimization of kiwi extract production:
evaluation of ideal pH and temperature
conditions for application as a
vegetable coagulant

ABSTRACT: Plant extracts have gained prominence because of their antioxidant,
antimicrobial, and proteolytic properties, offering sustainable alternatives to animal-
based rennet. Actinidin (EC 3.4.22.14) is a protease found in kiwifruit (Actinidia deliciosa)
that aids in milk coagulation under conditions typically used in cheesemaking. Research
shows that kiwifruit's proteolytic activity is similar to that of other fruits commonly
used in commercial protease production, such as pineapple, papaya, and fig, due to their
high enzymatic activity. This study aimed to produce and optimize raw kiwifruit extract,
without purification steps, for use as a plant-based coagulant in the dairy industry.
The proteolytic activity of the kiwi extract was evaluated using two buffer solutions
(phosphate and citrate) through response surface methodology. The results showed that
the extract prepared in phosphate buffer exhibited higher proteolytic activity (0.734 U/mL)
compared to citrate buffer (0.455 U/mL). Furthermore, the optimal enzymatic activity
conditions were observed at 55 2C-60 °C and pH 5.8-6.2 for the phosphate buffer, and
at 55 °C-60 °C and pH 5.8-7.0 for the citrate buffer. Validation of the results showed a
low relative deviation, indicating high data reliability. The phosphate buffer also showed
higher proteolytic activity and an R? > 0.70, highlighting the potential of kiwi extract as
a sustainable plant-based coagulant for cheese production. The optimal conditions for
obtaining the kiwi extract were identified using phosphate buffer at 57.5 °C and pH 5.75.
This study emphasizes the importance of exploring new plant sources and optimizing
extraction conditions for food technology, promoting sustainability and innovation.

Keywords: Actinidia deliciosa; actinidin; plant coagulants; plant extracts; prote-
olytic activity.

1Introducao

Os extratos vegetais vém ganhando destaque em diversas industrias devido a sua
composicao rica em compostos volateis, aromaticos e bioativos (Samadi et al., 2021).
Esses compostos, além de conferirem propriedades sensoriais singulares, apresentam
atividades antioxidantes e antimicrobianas intrinsecas, o que os torna elementos
estratégicos para aplicacdes nas industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética,
agricola e de cuidados com a satde (Ac¢imovi¢ et al., 2022). Tais propriedades
funcionais tém impulsionado seu uso crescente como aditivos naturais na industria
de alimentos, sendo empregados para retardar a deterioragdo sensorial, preservar
a coloragdo e prolongar a vida util de produtos processados, especialmente carnes
prontas para consumo (Nikmaram et al., 2018).

Além dessas aplicacdes, os extratos vegetais t€ém sido explorados em sistemas de
revestimento e conservagdo de alimentos, devido as suas caracteristicas nao toxicas,
biodegradaveis, de baixo custo, ampla disponibilidade e auséncia de metais pesados. A
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matéria-prima vegetal utilizada na extragéo pode ser proveniente de diferentes partes da
planta, como raizes, folhas, cascas, frutos e sementes (Ong; Kasi; Subramanian, 2021).

Apesar do potencial promissor, a obtengdo eficiente dos extratos a partir de
suas fontes naturais e a avaliacdo precisa de suas propriedades funcionais ainda
representam desafios relevantes para a aplicagdo em escala industrial. A superagao
dessas limitagdes ¢ fundamental para a ampliacdo do uso de extratos vegetais em
formulagdes tecnologicas (Nikmaram et al., 2018).

Nos ultimos anos, estudos t€ém enfatizado o potencial dos extratos vegetais
no processamento de produtos lacteos, sobretudo por serem fontes de enzimas
proteoliticas. Diversas espécies tém sido investigadas, como o latex de Jacaratia
corumbensis (Arruda et al., 2012), o fruto do kiwi (Actinidia deliciosa)
(Mazorra-Manzano et al., 2013), caules e folhas de funcho (Foeniculum vulgare)
(Bey et al., 2018), o fruto do noni (Morinda citrifolia L.) (Farias et al., 2020), a batata
(Solanum tuberosum) (Tito et al., 2020) e a flor do cardo (Cynara cardunculus) (Alavi;
Momen, 2020). As proteases sdo amplamente utilizadas na coagulacao do leite, etapa
crucial na fabricagdo de queijos, sendo o coalho animal, rico em quimosina, a enzima
tradicionalmente empregada (Liu ef al., 2021). Contudo, a busca por alternativas
vegetais tem se intensificado, motivada por aspectos éticos, religiosos, ambientais e
nutricionais.

A utilizacdo de coagulantes vegetais se mostra particularmente relevante
para atender consumidores com restricdes alimentares, como lactovegetarianos
e ovolactovegetarianos, que evitam o consumo de produtos derivados de animais.
Nesse cenario, enzimas vegetais como a actinidina, protease cisteina encontrada no
kiwi (EC 3.4.22.14), emergem como alternativas sustentaveis, com potencial para
agregar valor nutricional e sensorial aos produtos finais (Nicosia et al., 2022b).

Além de atuar na coagulagdo, esses agentes vegetais influenciam diretamente a
textura ¢ a maturagdo do queijo, podendo acelerar processos enzimaticos e reduzir
custos industriais (Esposito et al., 2016; Rampanti ef al., 2023). A actinidina do kiwi
tem como substrato preferencial a B-caseina, seguida da k-caseina. A hidrolise dessas
proteinas resulta na formac¢do de um niimero reduzido de peptideos de maior massa
molecular, o que contribui para a minimizacao da formagao de sabores indesejaveis
em produtos lacteos. Em contrapartida, outras enzimas de origem vegetal tendem a
gerar sabores amargos, em razao da atividade proteolitica excessiva, o que limita seu
uso em aplicagdes industriais (Serra et al., 2020; Nicosia ef al., 2022a).

Nesse sentido, o extrato de kiwi, devido a actinidina, tem se destacado, com
propriedades que se alinham as condigdes ideais do processo de coagulagio do leite,
principalmente quanto ao pH e a temperatura (Carne; Moore, 1978; Henriques, 2014).
O kiwi é amplamente cultivado e reconhecido por seu elevado teor de vitamina C,
fibras, antioxidantes e, sobretudo, pela actinidina, enzima com potencial para substituir
o coalho animal em escala industrial (Puglisi; Petrone; Lo Piero, 2014). Estudos
como o de Schmidt (2016) demonstraram a viabilidade do uso de coagulante a
base de kiwi na fabricagcdo de queijos, apresentando atividade proteolitica superior
(21,23 U/mL) quando comparado a coagulantes obtidos de gengibre e limdo. O extrato
de kiwi demonstrou melhorar as propriedades nutracéuticas de queijos produzidos
a partir de leite de ovelha e de bufala, promovendo um aumento na concentragao de
polifendis e fitoesterdis em comparagao aos queijos obtidos com coalho de vitela
(Serra et al., 2020). Nicosia et al. (2022a) evidenciaram que o extrato aquoso de kiwi
constitui uma tecnologia limpa e viavel como coagulante vegetal na fabricagdo de
queijos. As proteases presentes no kiwi apresentaram propriedades semelhantes as
da quimosina, destacando-se como a alternativa com maior potencial para aplicacdo
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como agente coagulante na produgdo de queijos, quando comparadas as proteases
extraidas de abacaxi e gengibre (Fguiri et al., 2021).

Diante desse panorama, o presente estudo teve como objetivo produzir o extrato
de kiwi e determinar suas condic¢des ideais de pH e temperatura, com vistas a obtengao
de um extrato vegetal com elevada atividade proteolitica, capaz de atuar como um
agente coagulante sustentavel na industria de laticinios.

Apos a introducao, que contextualiza o uso de extratos vegetais com énfase em
sua aplicacdo como agentes coagulantes, as demais se¢des deste artigo estruturam-se
da seguinte forma: na se¢do 2, descrevem-se os procedimentos adotados para a
preparagdo e analise dos extratos de kiwi. Na se¢do 3, os dados obtidos sdo submetidos
a analises estatisticas apropriadas, possibilitando a interpretagao critica dos resultados
e a identificag@o das condi¢des ideais de pH e temperatura para a maximizagdo da
atividade enzimatica. Por fim, na se¢do 4, destaca-se o potencial do extrato de kiwi
como coagulante de origem vegetal, bem como a relevancia de futuras investigagdes
voltadas a sua viabilizacdo e aplicagdo em escala industrial.

2 Método da pesquisa

Kiwis frescos (Actinidia deliciosa var. ‘Hayward’) e maduros, com um grau de
maturacdo de aproximadamente 13 °Brix (medidos em refratometro digital MA871,
Milwaukee, Norte da Carolina, EUA), foram adquiridos em estabelecimento comercial
localizado na cidade de Diamantina, Minas Gerais, Brasil (18°14°45,19” S, 43°35°45,73” O),
no més de setembro de 2024.

A preparagdo dos extratos foi realizada com base na metodologia descrita por
Mazorra-Manzano et al. (2013), com adaptacdes. Inicialmente, os frutos foram
submetidos a sanitizacdo em solugdo de hipoclorito de sodio (200 ppm) por 15 minutos
e, posteriormente, lavados com agua potavel para a remogao do cloro residual. Apos a
higienizagdo, os kiwis foram descascados, fatiados de forma uniforme e triturados em
multiprocessador (modelo PHP1600, Philco, Manaus-AM, Brasil), visando a obtengao
da polpa.

Para a extracdo da enzima, seguiu-se o protocolo descrito por Sun et al. (2016)
e ilustrado na Figura 1. A polpa obtida foi misturada em proporg¢do 1:1 (p/v) com
tampdo fosfato de s6dio 100 mM, pH 7,0 e tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 6,0,
¢ homogeneizada em liquidificador (modelo PMP, Philco, Manaus, Brasil) com
poténcia de 1600 W, na velocidade maxima. O extrato bruto foi entdo centrifugado
(centrifuga Sorvall ST8, Thermo Fisher Scientific) a 11.200 x g, por 10 minutos,
sendo o sobrenadante armazenado a —18 °C por 24 horas até a sua utilizacdo nas
analises de atividade proteolitica, que foram determinadas em triplicatas para cada
ensaio avaliado.
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Figura1p»

Fluxograma de producao do
extrato vegetal.

Fonte: elaborado

pelos autores
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O substrato foi preparado pela dissolugdo de 1% (p/v) de caseina total em dois
tampoes distintos: acido aminoacético 0,1 M e citrato de s6dio 0,1 M. O pH dos tampdes
foi ajustado entre 2,6 ¢ 8,9 por meio da adi¢do de HCI1 0,1 N e NaOH 0,1 N. Para a
homogeneizagao, utilizou-se um agitador mecanico (TE-139, Tecal, Sdo Paulo, Brasil).

A quantificagdo da atividade proteolitica foi realizada em banho-maria a 50 °C,
com reacdes compostas por 470 puL do substrato e 280 pL do extrato enzimatico.
Apos tempos de incubacdo previamente determinados, aliquotas de 1 mL foram
retiradas, e a reacdo foi interrompida com 750 pL de 4cido tricloroacético (TCA)
a 20%. A mistura foi mantida em gelo por uma hora e, em seguida, centrifugada
por 10 minutos (centrifuga Eppendorf Spinlab SL-5GR, Belo Horizonte, Brasil) a
10.000 x g. A absorbéncia do sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro
UV-Visivel (modelo UV-M5 1, Bel Photonics, Monza, Italia), a 280 nm, utilizando
cubetas de quartzo de 1 mL. A atividade proteolitica foi expressa em pg de tirosina
liberada por minuto.

A concentracao total de proteinas do extrato bruto foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao,
com uma curva padrio estabelecida na faixa de 0 a 0,05 mM (y = -14,679x + 0,9679;
R2 = 0,74). A quantificagdo foi realizada por meio da adi¢do de 50 uL do extrato
enzimatico, previamente diluido em 200 pL de 4gua destilada, a 500 puL da solucao de
Bradford. A reagdo foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, em ambiente
protegido da luz. O branco foi composto por 250 uL de agua destilada e 500 pL da
solucdo de Bradford. As leituras foram feitas em leitor de microplacas (Elisa Loccus
LMR-96, Sao Paulo, Brasil), a 595 nm. As concentragdes proteicas foram expressas
em mg.mL"! e calculadas conforme a Equagéo 1:

ABS

oV

Concentracio de proteinas=

(M

onde: ABS ¢ a absorbancia obtida em nm; F ¢ o fator do reagente de Bradford; v, o volume
de enzima adicionado (mL).

Para a determinacdo das condigdes otimas de pH e temperatura do extrato
vegetal, utilizou-se a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), aplicando-se
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). As variaveis independentes
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foram: x,; (temperatura) e X, (pH), conforme modelo matematico (Equagéo 2) proposto
por Rodrigues e [emma (2014):

2

em que: Y é o valor dependente (atividade proteolitica); f: intercepto; S, B € fy:
coeficiente de regressao linear, quadratica e de interagdo, respectivamente; x; € x;: valores
codificados das variaveis independentes; e: erro experimental.

A Tabela 1 apresenta o delineamento experimental adotado para avaliar o efeito das
variaveis pH e temperatura, dentro de uma faixa especifica, com o intuito de determinar
o ponto de méxima atividade proteolitica do extrato de kiwi em tampdes fosfato e citrato.
A temperatura variou de 25,7 °C a 89,3 °C, enquanto o pH foi ajustado entre 2,6 ¢ 8.9.

Tabela 1»
Niveis codificados e reais Niveis codificados Niveis reais Atividade proteolitica
para a avaliacdo da influéncia Ensaios Tampdio citrato  Tampio fosfato
da temperatura e do pH na i o XCO X (mg.mL") (mg.mL")

atividade proteolitica de 1 1 1 32 3.5 0,013 £ 0,494 0,026 + 0,018
extratos vegetais.

Fonte: dados da pesquisa 2 1 -1 80 3,5 0,287 £ 0,857 0,140 + 0,026

3 -1 1 32 8,0 0,165+ 1,418 0,475 +0,117

4 1 1 80 8,0 0,073 £ 1,964 0,284 £0,117

5 —-1,41 0 25,7 5,8 0,027 £2,487 0,280 + 0,022

6 1,41 0 89,3 5,8 0,166 £2.917 0,307 + 0,030

7 0 ~1,41 57,5 2,6 0,000 + 0,000 0,142+ 0,123

8 0 1,41 57,5 8,9 0,500 £ 3,750 0,372 +0,120

9 0 0 57,5 5,8 0,468 £ 4,266 0,790 + 0,020

10 0 0 57,5 5,8 0,443 + 4,778 0,707 + 0,023

11 0 0 57,5 5,8 0,432 £5,284 0,712 £ 0,049

12 0 0 57,5 5,8 0,437 £ 5,782 0,719 +0,014

Legenda: x; e X, = temperatura; x, ¢ X, = pH do tampéao

Os niveis das variaveis foram estabelecidos utilizando um intervalo com valores
codificados de —1,41 a 1,41. Pontos intermediarios (-1, 0 e 1) também foram incluidos
para fins de interpolacdo, permitindo estimar os valores correspondentes a atividade
proteolitica ao longo do intervalo analisado. A defini¢do precisa desses pontos possibilita
a identificac@o de possiveis fenomenos especificos nas condi¢des avaliadas, contribuindo
para uma compreensdo mais aprofundada do comportamento do extrato de kiwi frente
as variaveis testadas (Rodrigues; lemma, 2014). A analise dos dados foi realizada por
meio do software Statistica®, versdo 10.0. Para valida¢do do modelo, adotaram-se os
critérios estatisticos de R* > 0,70 e o < 0,05. Na etapa de otimizagdo, consideraram-se
apenas os termos estatisticamente significativos, com o objetivo de maximizar a atividade
proteolitica. As condi¢Ges ideais foram posteriormente validadas, utilizando-se um desvio
relativo de £10% entre o valor experimental observado e o valor previsto pelo modelo.
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Tabela2 V¥

Modelos matematicos
preditivos para a atividade
proteolitica dos extratos
vegetais em niveis
codificados com significancia
estatistica (p < 0,05).

Fonte: dados da pesquisa

I xl 2447-9187

3 Resultados e discussoes

Com base nos resultados obtidos durante a execug@o do experimento, observou-se que
os valores de R?para ambos os tampdes atenderam ao critério estabelecido (R? > 0,70).
Além disso, os valores de p permaneceram abaixo de 0,05, indicando que os modelos
sdo estatisticamente significativos. Esses resultados viabilizaram a geragdo dos modelos
matematicos e das superficies de resposta referentes a atividade proteolitica do extrato de
kiwi nos dois sistemas avaliados. A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para os tampdes
citrato e fosfato.

Variavel dependente R? p-valor Modelo matematico preditivo
Atividade proteolitica (C) 0,70 <0,017 0,44 + 0,08z, — 0,18 x% —0,11 a:g
Atividade proteolitica (F) 0,97 <0,01 0,73+ 0,12 25 — 0,23 22 — 0,25 23 — 0,08z 2>

Legenda: C: tampao citrato; F: tampao fosfato. Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

Figura 2 »

Atividade proteolitica
do extrato de kiwi em
tampao citrato.

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados da atividade proteolitica nos tampdes citrato e fosfato revelaram que
os termos quadraticos de temperatura e pH apresentaram efeito negativo (£, =-0,18 e
S22 =-0,11 para o tampao citrato; 5, =-0,23 e f,.=-0,25 e para o tampao fosfato).
Apenas o termo linear relacionado ao pH apresentou efeito positivo em ambos os tampdes
(B> = 0,08 para citrato e 5, = 0,12 para fosfato), com significancia estatistica (p < 0,05),
indicando que o aumento moderado do pH promoveu maior atividade enzimaética.

A Figura 2 mostra a superficie de resposta gerada para o extrato de kiwi em tampao
citrato, evidenciando os fenomenos observados durante o delineamento experimental.
Essa representacao grafica permite visualizar detalhadamente as interagdes e os efeitos
combinados das varidveis controladas, facilitando a interpretacdo do comportamento
enzimatico. Quando as condigdes experimentais combinaram valores extremos de pH e
temperatura, foi observada uma expressiva redu¢do da atividade proteolitica, sugerindo
que essas condi¢cdes podem comprometer a agdo da enzima por meio de desnaturagao.
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Figura 3 »

Atividade proteolitica
do extrato de kiwi em
tampao fosfato.

Fonte: dados da pesquisa
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Segundo Sun et al. (2021), a conformacdo estrutural da protease pode sofrer
alteragOes significativas ou até mesmo desnaturagdo irreversivel sob condigdes de pH 8 e
temperatura de 70 °C, principalmente devido a modifica¢cdes em componentes da estrutura
secundaria da enzima.

A enzima protease apresenta conformagao tridimensional estavel e funcional sob
condicdes otimizadas, como pH 5 e temperatura de 30 °C. No entanto, quando exposta a
condi¢des mais alcalinas (pH 8) e elevadas temperaturas (70 °C), sua estrutura nativa sofre
modificagdes estruturais significativas ou até desnaturagao irreversivel, comprometendo
a integridade molecular e, consequentemente, sua fungao catalitica (Sun ef al., 2021).

As condi¢des ideais foram observadas em faixas intermediarias de pH e temperatura.
Evidenciou-se que um pH entre 5,8 e 6,2 e temperatura entre 55 °C e 60 °C favoreceram
a maior atividade proteolitica (Figura 2), corroborando Copeland (2000), que descreve o
conceito de ponto 6timo de atividade enzimatica, no qual a enzima assume a conformagao
ideal para ligagdo com o substrato e execuc¢do de sua fun¢do catalitica.

Por outro lado, temperaturas excessivamente elevadas promovem a desnaturagdo
da enzima, comprometendo sua estrutura e funcionalidade. Alteragdes no pH também
podem interferir nas cargas quimicas dos grupos funcionais da enzima, dificultando a
ligagdo ao substrato e reduzindo a eficiéncia catalitica (Copeland, 2000). A desnaturagdo
pode ocorrer por variagoes de pH, temperatura ou pela agdo simultdnea de ambos, que
resultam na clivagem de ligagdes dissulfeto e rearranjos conformacionais que afetam
negativamente a estrutura tridimensional da proteina (Dehnad et al., 2025).

Esses achados estdo de acordo com Moreira, Castro e Oliveira (2021), que utilizaram
tampao citrato por sua eficiéncia em manter o pH dentro de uma faixa moderada,
geralmente entre 3,0 e 6,2, dependendo das concentragdes.

A Figura 3 apresenta a superficie de resposta para o extrato de kiwi em tampao
fosfato, evidenciando as interagdes entre temperatura e pH. Observou-se comportamento
semelhante ao do tampao citrato, com defini¢do de uma faixa 6tima de atividade. Contudo,
a atividade maxima registrada foi superior no tampao fosfato (0,734 U/mL) em relagdo
ao citrato (0,455 U/mL), representando um incremento de 61,32%. Isso sugere que o
tampao fosfato apresentou desempenho mais eficiente na extra¢do da protease do kiwi,
nas condig¢des testadas.
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Tabela3 'V

Validacdo dos parametros
otimizados para
diferentes tampdes na
atividade proteolitica.
Fonte: dados da pesquisa
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Os menores valores de atividade enzimatica no tampao fosfato também foram
observados nas condigdes mais extremas de pH e temperatura. Os valores maximos
de atividade ocorreram em faixa semelhante a do tampao citrato: pH entre 5,8 ¢ 7,0 ¢
temperatura entre 55 °C e 60 °C, representando o ponto de resposta maxima do sistema.
Essas mudancas explicam a variacdo de desempenho observada nas diferentes regides
do grafico.

Uma diferenca relevante entre os tampoes foi a amplitude da faixa de condig¢des que
proporcionou atividade maxima. Para o tampao fosfato, essa faixa foi significativamente
mais ampla. Esse comportamento pode estar relacionado as diferentes classes de
proteases, que apresentam espectros distintos de pH 6timo: acidas (pH 2,5-3,0),
neutras (pH 7,0-9,0) e alcalinas (pH 7,5-12,5), com termotolerancia variando de 25 °C
a 70 °C. Essas enzimas demonstram elevada plasticidade catalitica, adaptando-se a
diferentes condig¢des fisico-quimicas (Champasri; Phetlum; Pornchoo, 2021).

Conforme Pacheco e Moreira (2021), o tampao fosfato ¢ amplamente reconhecido por
sua robustez em diversas aplicagoes, devido a sua alta capacidade de tamponamento em
uma ampla faixa de pH, especialmente entre 6,8 e 7,4, o que pode justificar os resultados
obtidos. Essa caracteristica pode conferir maior estabilidade e favorecer o ambiente para
expressao da atividade enzimatica do extrato de kiwi. Ja o tampao citrato tende a ser
mais indicado para sistemas com exigéncias especificas de pH. Os dados indicam que
o tampao fosfato proporciona uma maior estabilidade ou um ambiente mais favoravel
para a expressdo da atividade enzimatica do extrato de kiwi, ampliando as condigdes
experimentais que resultam em respostas 6timas.

Considerando que as condigdes R?> 0,70 ¢ p < 0,05 foram satisfeitas, procedeu-se a
etapa de otimizac¢ao com o objetivo de identificar as melhores condigdes para a atividade
enzimatica. A Tabela 3 apresenta os resultados da otimizagdo das varidveis temperatura e
pH visando a maximizagdo da atividade proteolitica do extrato vegetal de kiwi, utilizando
os tampoes citrato e fosfato.

Tampiao  Parametro Alvo Importancia Solugdo (valor Solugdo Valor Desvio
P P codificado) (valor real) experimental percentual (%)
Temperatura 1, 2iva 3 0 57,5 - -
(°O)
Citrato pH Na faixa 3 +0,70 7,2 - -
Atividade —y p i mizar 3 - 0,448 0,455 1,54
proteolitica
Temperatura 1, .iva 3 0 57,5 - -
°O)
Fosfato pH Na faixa 3 0 5,75 - -
Atividade —y p i mizar 3 - 0,730 0,734 10,45

proteolitica

* Resultados para valor experimental realizados por triplicata

Na Tabela 3, o campo “Alvo” indica o objetivo definido para cada variavel. Para as
variaveis independentes (temperatura ¢ pH), o alvo foi estabelecido como “Na faixa”,
ou seja, dentro dos limites determinados pelo escopo do estudo. Tal escolha permite a
avaliacdo do comportamento natural dessas variaveis, sem extrapolar os extremos, o que
favorece condigdes mais estaveis e reprodutiveis.
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Tabela 4 »

Atividade de proteina
do extrato de kiwi em
diferentes tampdes pela
analise de Bradford.
Fonte: dados da pesquisa
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Para a variavel dependente, denominada Atividade Proteolitica, o alvo foi definido
como “Maximizar”, uma vez que o objetivo consistia em alcancar a maior atividade
enzimatica possivel nas condigdes experimentais avaliadas. A importancia atribuida
(grau 3 em uma escala de até 5) reflete que todas as varidveis foram consideradas
relevantes no modelo de otimizagao.

A solucdo proposta pelo modelo foi validada experimentalmente, com valores
observados proximos aos preditos e desvios relativos inferiores a 2%, o que
confirma a confiabilidade das condi¢des otimizadas para a extra¢do e avaliagdo da
atividade enzimatica.

Como solugdo, obteve-se a temperatura 6tima para ambos os tampodes de 57,5 °C.
Contudo, observou-se variagdo no pH ideal conforme o tampao utilizado, resultado ja
esperado. A atividade proteolitica foi mais elevada em pH 7,2 para o tampao citrato e
em pH 5,75 para o tampao fosfato. Para a validagdo dessas condigdes o6timas, verificou-
se que o desvio relativo entre os valores de atividade proteolitica obtidos na etapa de
otimizagao e os verificados experimentalmente foi extremamente reduzido, evidenciando
a robustez e a confiabilidade dos resultados obtidos. Esses achados reforgam a eficacia
da metodologia de superficie de resposta adotada neste estudo.

O tampao fosfato apresentou maior atividade proteolitica em comparagdo ao citrato,
sugerindo sua adequagdo como meio ideal para o extrato de kiwi. Tal desempenho destaca
seu potencial para aplicacdes no desenvolvimento de produtos lacteos direcionados a
publicos ovolactovegetarianos e lactovegetarianos, bem como para consumidores
interessados em alternativas sustentaveis e inovadoras aos coagulantes convencionais,
como a quimosina de origem animal. Apesar dessas vantagens, cabe destacar que a
aplicacdo de proteases vegetais em processos industriais ainda enfrenta desafios
significativos, especialmente relacionados a instabilidade térmica das enzimas e aos
custos elevados envolvidos na recuperacdo enzimatica (Afrand et al., 2024).

A atividade proteolitica observada para ambos os tampdes se aproximou dos valores
reportados por Vinhote (2021), que, ao investigar a atividade coagulante do extrato de
folhas de cinamomo no leite animal, obteve uma atividade de 0,228 U/mL. Contudo, os
dados indicam que a atividade proteolitica do extrato de kiwi foi superior aquela relatada
no referido estudo.

Adicionalmente, o uso do extrato de kiwi pode conferir valor funcional aos queijos,
em virtude da presenca de compostos bioativos naturais na fruta. Schmidt (2016), por
exemplo, ao aplicar coagulantes vegetais, incluindo o kiwi, na producéo de tofu, reportou
resultados positivos quanto a eficiéncia de coagulagdo e as propriedades finais do produto.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para ambos os tampdes avaliados.

Variavel Atividade de proteina (mg.mL™")
Kiwi tampao fosfato 11,31 £ 0,59
Kiwi tampao citrato 12,52 £ 1,02

A concentracdo de proteina do extrato de kiwi apresentou variacdo entre os dois
tampdes analisados, sendo maior no tampao citrato (12,52 mg/mL) em comparagdo ao
tampao fosfato (11,31 mg/mL). Essa diferenca pode estar associada a capacidade de cada
solucdo tampdo em estabilizar as proteinas presentes no extrato, o que pode influenciar
diretamente a interagdo com o reagente de Bradford e, por conseguinte, a quantificagao
da concentragdo proteica.
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4 Consideracoes finais

O extrato de kiwi apresenta elevado potencial como alternativa sustentavel de
coagulante de origem vegetal. O extrato demonstrou atividade proteolitica significativa,
cuja eficiéncia foi influenciada pelo tipo de tampao utilizado, sendo mais expressiva em
tampao fosfato de s6dio a 100 mM (0,734 U/mL). Esses achados reforgam a relevancia
da investigacdo de novas fontes vegetais com aplicabilidade tecnoldgica na industria
de alimentos, contribuindo para a inovacdo e o desenvolvimento de solugdes mais
sustentaveis no setor.

Embora o extrato de kiwi represente uma alternativa promissora e inovadora para
a industria de laticinios, sua aplicagdo em escala industrial demanda investimentos em
pesquisa, padronizagdo de processos, superacdo de desafios técnicos e conformidade
com exigéncias regulatorias. O desenvolvimento de tecnologias voltadas a estabilizagdo
enzimatica, bem como o cultivo direcionado do kiwi com fins industriais, pode contribuir
significativamente para a viabiliza¢@o de seu uso em larga escala.

Os resultados obtidos indicam um caminho promissor para investigacdes futuras,
especialmente aquelas direcionadas a otimizacao dos processos de extracao, a estabilidade
do extrato enzimatico e a aplicagdo do coagulante vegetal derivado do kiwi em produtos
lacteos, com énfase na avaliagdo sensorial e na aceitabilidade dos produtos desenvolvidos.
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