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RESUMO

ISHII, H. A. Aplicacoes da Pectinase na Induastria de Sucos. 2014. 35f. Monografia

(Graduacao) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2014.

O consumo de sucos tem crescido ao longo do tempo devido a fatores como
sua praticidade para o consumidor e boas caracteristicas nutricionais. Para obter um produto
de boa qualidade, todas as etapas de producdo devem ser criteriosas € o uso das enzimas
pectinoliticas resulta em sucos com boas propriedades fisicas, tais como a viscosidade e a
claridade, e ainda aumenta a eficiéncia do processo de produgdo por favorecer uma filtracao
mais rapida. Neste trabalho, foram apresentados e discutidos aspectos ligados a producdo de
sucos de frutas, as pectinas e pectinases € ao emprego destas enzimas neste setor industrial.
Foram discutidos ainda exemplos com resultados relatados na literatura, os quais mostram
condi¢des nas quais o uso de pectinases resulta em economia do tempo de filtragcdo e melhor
aparéncia do suco, mostrando também como as enzimas imobilizadas e a alta pressdo

hidrostatica podem aprimorar o processo.

Palavras — chave: Sucos. Enzimas. Pectinases. Viscosidade. Turbidez.



ABSTRACT

ISHII, H. A. Aplicacoes da Pectinase na Induastria de Sucos. 2014. 35f. Monografia

(Graduacao) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2014.

The juice consumption has increased over time due to factors such as its
practicality for the consumer and good nutritional characteristics. In order to obtain a product
of good quality, all the steps of production must be carefully carried out and the use of
pectinolytic enzymes results in juice with good physical properties such as viscosity and
clarity and also increases the efficiency of the production process because favors a faster
filtration step. In this work, aspects related to the production of fruit juices, pectins and
pectinases and the use of these enzymes in this industrial sector were presented and discussed.
Further examples with results reported in the literature, which show conditions in which the
use of pectinase results in lower filtration time and better juice aspect were also discussed,
besides showing the immobilized enzyme and high hydrostatic pressure as techniques which

can improve the process.

Keywords: Juice. Enzymes. Pectinases. Viscosity. Turbidity.
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1 - INTRODUCAO

Muitas frutas sdao desperdi¢adas o ano todo devido a sua aparéncia fisica, ndo
podendo ser comercializadas no varejo. Um exemplo € a maca: para esta fruta, em torno de
30% da producao nacional ndo é considerada adequada para uso doméstico (FERTONANI;
SIMOES; NOGUEIRA; WOSIACKI, 2006).

Uma forma de evitar este desperdicio é o aproveitamento das frutas na
inddstria de sucos. Entre estas, a pioneira foi a de suco de laranja, a qual se tornou importante
em paises como Brasil.

De fato, na década de 60, devido a grandes geadas, os Estados Unidos
perderam grande parte dos seus pomares, resultando em falta de suco de laranja no pais.
Devido a este fato houve um grande impulso para a proliferacdo de pequenas inddstrias de
sucos do interior de Sdo Paulo (VENTURINI, 2010). A laranja (Citrus sinensis) € a fruta
industrializada em maior quantidade no Brasil, sendo que aproximadamente 72% dos frutos
produzidos sdo processados na forma de suco Neves et al. (2001 apud EMBRAPA, 2003).

Ap6s o suco de laranja, outros foram ganhando espaco e, atualmente, segundo
Queiroz, Bezerra e Gasparetto (2010), o suco de uva é o mais consumido, correspondendo a
21% do total e sendo muito apreciado, tanto pelo seu sabor como por ser fonte natural de
vitaminas € minerais.

De fato, o crescimento do consumo de sucos prontos no Brasil foi de 9,8% de
2012 para 2013. Em 2013, foram consumidos cerca de 367,6 milhdes de litros de suco no pais
(TAMAMAR, 2013). Segundo Consumo [...] (2014), o suco que teve um crescimento muito
elevado em pouco tempo foi o suco de uva integral: seu consumo aumentou 40% de 2012 a
2013.

Entre as estratégias utilizadas pelas industrias para obtenc¢do de produtos de
boa qualidade e com um processo de alto rendimento, o uso de enzimas tem sido essencial
(PINHEIRO et al., 2006).

As pectinases sao enzimas largamente utilizadas na industria de sucos, sendo
responsdaveis por degradar as substincias pécticas, que sdo polimeros constituidos
principalmente de 4cido D-galacturdnico, unidos por ligacdes a - 1,4. Esta degradagdo ocorre
pela hidrdlise das ligacdes glicosidicas ao longo da cadeia carbonica (BRAGA et al., 2013;
NOVOZYMES, 2013).

As substancias pécticas sao responsaveis pela viscosidade elevada dos sucos,

os quais dificultam o processo de filtragdo, devido ao entupimento dos poros dos filtros. Com
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o uso de enzimas pectinoliticas o tempo de filtragdo do processo pode diminuir em até 50%
(UENOIJO; PASTORE, 2007; BRAGA et al., 2013; NOVOZYMES, 2013).

Além de causar aumento da viscosidade, as substancias pécticas deixam o
suco com uma turbidez elevada, o que pode ndo ser bem aceito pelos consumidores. Neste
caso, o uso destas enzimas pectinoliticas € de grande importancia para obten¢do de produtos
com qualidades fisico-quimicas desejdveis, em especial com aparéncia limpida, a qual é
obtida por meio da hidrélise das pectinas (UENOJO; PASTORE, 2007; BRAGA et al., 2013;
NOVOZYMES, 2013).

Além destas principais fungdes, as pectinases podem ser utilizadas na reducao
do amargor dos sucos citricos, como € o caso do limdo, e também para restaurar o aroma
especifico da fruta que é perdido durante a secagem, aumentando a qualidade do produto,
como ocorre com o péssego (UENOJO; PASTORE, 2007).

Neste contexto, o presente trabalho apresenta uma discuss@o sobre o uso de
pectinases na industria de sucos, descrevendo ainda um pouco sobre o processo industrial

associado a este setor e os beneficios devidos ao uso de enzimas.
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2 — INDUSTRIA DE SUCOS

Segunda a lei n° 8.918, de 14 de Julho de 1994 no Art. 5, “Suco ou sumo é
bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida, obtida da fruta madura e sa, ou parte
do vegetal de origem, por processamento tecnoldgico adequado, submetida a tratamento que
assegure a sua apresentacao e conservagao até o momento do consumo.”

Atualmente, o consumo de sucos de frutas é crescente, pois as pessoas tém
optado por algo mais prético devido ao ritmo intenso da vida didria, porém com altos valores
nutritivos devido a presencga de vitaminas e minerais (PINHEIRO et al., 2006).

A parte utilizada na produc@o de sucos € basicamente a porcdo comestivel
que, para o fruto, representa protecdo para a semente (BATES; MORRIS; CRANDALL,
2001). A composi¢do das frutas varia de acordo com cada espécie ou variedade, havendo, no

entanto, algumas generalizagdes que podem ser feitas, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao geral das frutas em porcentagem

Composicao Porcentagem Comentarios

Agua 70 -97 Influenciada pelas condi¢des de
cultivo pés-colheita
Carboidratos 3-25 Acdcar e polimeros(pectina,
celulose, hemicelulose)
Proteina 0-5 Mais presentes em sementes e

frutas oleosas

Lipideos 0-25 Tracos na membrana celular,
sementes
Acidos 0-3 Citrico, tartarico, malico, latico,
acético
Fenolicos 0-0,5 Taninos e complexos fendlicos
Vitaminas 0-0,2 Solubilidade agua >
Solubilidade em gordura
Minerais 0-0,2 Provenientes do solo
Fibras <la>15 Casca
Pigmentos 0-0,1 Carotenoides, antocianinas,
clorofila

Fonte: Bates, Morris e Crandall (2001)
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As etapas do processamento do suco a partir das frutas sdo basicamente as
mesmas: colheita, selecdo e lavagem, extracdo, clarificacdo e filtracdo, desaeracgdo,

conservacao, envase e armazenamento (ROSENTHAL et al., 2003).

2.1 — Colheita e Pds-colheita

Nesta primeira etapa é esperado que a fruta esteja madura e em perfeitas
condicdes, o que nem sempre ocorre, pois qualquer mal tempo ou colheitas mal planejadas
afetam na qualidade do produto, resultando em frutas danificadas ou com problemas
relacionados ao teor de agucar ou cor. Por isso a andlise do produtor € muito importante, pois,
analisando a forma, tamanho, cor e auséncia de defeitos na fruta, evita-se uma colheita de
produtos sem qualidade (SANTA’ANA; ROSENTHAL; MASSAGUER, 2008; BATES;
MORRIS; CRANDALL, 2001).

ApOs essa analise € necessario uma colheita de forma “suave” e mantida em
caixas apropriadas para armazenamento e transporte, evitando possiveis danos e
contaminacgdes. O transporte € um fator importante, pois o tempo muito demorado e com
temperaturas fora do padrdao afetam na qualidade do produto; mesmo com esse controle, no

entanto, algumas frutas ficam fora do padrao (BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001).

2.2 — Selecao e Lavagem

Estas sdo etapas de muita importincia, pois o pre¢o a ser pago nas frutas se
baseia em seu estado e na presenca de substidncias quimicas ou microbioldgicas, levando em
consideragdo que a qualidade do suco estd diretamente relacionada as caracteristicas da fruta.
A selecao pode ocorrer manualmente, com um grupo de pessoas analisando as frutas, ou por
meio de maquinas com sensores especificos que avaliam o tamanho e qualidade do produto
(BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001). Durante a selecdo é de grande importancia a
retirada de frutas podres, pois elas podem prejudicar um container inteiro (SANT ANA;
ROSENTHAL; MASSAGUER, 2008).

A lavagem das frutas ocorre primeiramente em um tanque contendo dgua
clorada, onde as frutas passam por um processo de imersdo e, em seguida, as frutas ja em uma
esteira, passam por um jateamento de dgua para retirada de impurezas e do excesso de cloro
da primeira etapa. Este estdgio requer uma grande quantidade de dgua e, para minimiza-la,

podem ser aplicados jatos de ar, esteiras vibratdrias e escovas, retirando as sujeiras e terras
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presentes na fruta (SANTA’ANA; ROSENTHAL; MASSAGUER, 2008; BATES; MORRIS;
CRANDALL, 2001).

2.3 — Extracdo

Existem muitas formas de extracdo de suco da fruta, mas o primeiro passo é a
retirada da casca, dos talos e sementes, pois uma quantidade significativa pode alterar a cor e
principalmente, o sabor do produto (ROSENTHAL et al., 2003). As frutas ja “despeladas”
vao para um triturador, onde uma parte vira o suco e outra parte um puré de frutas, no qual,
segundo Bates, Morris e Crandall (2001), é aplicado um tratamento enzimatico visando a
hidrélise de materiais fibrosos das plantas, tais como a pectina, aumentando o rendimento da
extracdo e da clarificagdo.

ApOs este tratamento, ocorre a inativacdo enzimdatica com temperaturas entre
75 a 80 °C durante 15 a 30 segundos para frutas sensiveis e tratamentos acima de 65 °C
durante um maior tempo para frutas mais resistentes. Além de eliminar a atividade enzimatica
que causa o escurecimento do suco, ele elimina a carga microbiana (BATES; MORRIS;

CRANDALL, 2001; ROSENTHAL et al., 2003).

2.4 — Clarificacao e Filtracao

A clarificacdo é necessdria para melhorar as caracteristicas fisicas dos sucos
pela modificagdo da polpa, a qual € constituida de material fibroso e sélido (pectinas e
celulose), os quais causam uma turbidez indesejavel. Diminuindo esta turbidez, obtém-se um
suco mais limpido. Isto € obtido principalmente por meio da filtracdo, que apresenta uma
maior eficiéncia quando € utilizado tratamento enzimatico na fase extrativa (BATES;
MORRIS; CRANDALL, 2001; ROSENTHAL et al., 2003).

A filtracdo € utilizada na retirada dos compostos solidos, sendo que os filtros
podem também ser utilizados como um meio esterilizante, onde os poros microscépicos retém
os microrganismos. Para cada caso e suco, um tipo de filtro € utilizado, podendo ser usados
filtros com poros de celulose, ceramica, metal e plastico. O problema que existe nesta etapa €
o entupimento dos poros e, para contornar esse problema, existem sistemas de filtro a vicuo
ou filtros compostos com retro lavagem (BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001).

Conforme Bates, Morris e Crandall (2001), alguns sucos, como o de laranja,

necessitam manter turbidez para serem aceitos pelos consumidores - nesses casos ndo é
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necessdria a etapa de filtragdo, procedendo-se apenas a uma centrifugacdo (VENTURINI,

2010).

2.5 — Desaeragao

Durante o processamento, o suco € incorporado com oxigénio, o qual pode
promover escurecimento enzimdtico, destruir nutrientes e modificar o sabor, caracteristicas
indesejaveis que diminuem a qualidade do produto.

Essa incorporacdo de oxigénio pode ser minimizada trabalhando-se em
temperaturas mais baixas (BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001). H4 ainda alguns métodos
de desaeracgdo utilizados industrialmente.

A remocao do oxigé€nio pode ser efetuada, por exemplo, adicionando um gas
inerte (nitrogénio) ou colocando o suco aquecido em uma camara de vacuo, embora o

aquecimento possa prejudicar o aroma do produto (BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001).

2.6 — Conservacgao

A conservacdo do suco € necessdria para aumentar a vida util do produto e
eliminar a carga microbiana. Ela pode ser feita por meio da pasteurizacdo do suco e envase
imediato, seguindo para uma pasteuriza¢do do produto engarrafado a uma temperatura de 115
°C a 125 °C por 15 a 20 minutos (ROSENTHAL et al., 2003; SANT’ANA; ROSENTHAL,;
MASSAGUER, 2008).

Conservacao quimica pode também ser realizada ap6s o resfriamento do suco
durante a pasteurizagdo, adicionando-se conservantes como o dcido ascérbico e 4acido

benzoéico (ROSENTHAL et al., 2003; SANT’ANA; ROSENTHAL; MASSAGUER, 2008).

2.7 — Envase e Armazenamento

O envase pode ser feito em garrafas de vidro, PET e embalagens cartonadas.
Todas as informagdes sobre o suco devem estar rotuladas e, em seguida, o armazenamento
deve ser a frio, caso o suco nao possua conservantes, ou a temperatura ambiente caso possua

(ROSENTHAL et. al, 2003).
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3 — PECTINASES E SEU USO NA INDUSTRIA DE SUCOS

3.1. Enzimas na inddstria de alimentos e o uso de pectinases

De acordo com a publicacdo Mercado [...] (2011), o uso de enzimas nas
industrias tem sido crescente - uma estimativa é que até 2015 o mercado global de enzimas
movimentard US$ 3,74 bilhdes. No Brasil as industrias lideres de mercado no uso de enzimas
sdo as de detergente, com 41% da movimentagdo, seguidas pela industria de alimentos, com
26%, de ragdes, com 8%, sendo os 25% restantes distribuidos em outros setores. As
pectinases, em particular, correspondem a 25% do total de enzimas comercializadas
(UENOJO; PASTORE, 2007).

O setor de laticinios é, provavelmente, uma das aplicacdes conhecidas e mais
antigas na utilizacdo de enzimas. Homero, autor de Iliada e Odisséia, datando 800 a.C., ja
mencionava o uso de enzimas provenientes do estbmago de cordeiro na fabricacao de queijo.
Estas enzimas sdo conhecidas hoje em dia por quimosina e pepsina (REVISTA ADITIVOS E
INGREDIENTES, 2014).

Mas o primeiro grande avango do uso das enzimas na industria de alimentos
ocorreu por volta dos anos 1960 com o lancamento da glicoamilase para hidrélise do amido,
resultando em glicose. Depois disso, quase toda a producdo de glicose mudou para hidrélise
enzimatica ao invés da hidrolise acida tradicional (NOVOZYMES, 2013).

Hoje os consumidores procuram alimentos com boa qualidade e saudaveis e,
por isso, o uso de enzimas cresceu muito. As aplicagdes das enzimas na industria alimenticia
sdo diversificadas, melhorando a textura, sabor e até favorecendo o processo de fabricacio
(KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; LI et al., 2012).

Uma das mais importantes aplicagdes das enzimas € na industria panificadora.
Como se sabe, o pao € feito basicamente de farinha, dgua, fermento e sal, sendo a farinha
composta de amido e gliten. O gliten age como uma malha e € responsavel por segurar os
gases CO; liberados durante a fermentacao do amido, resultando no “crescimento” da massa.
Atualmente, enzimas como as hemicelulases melhoram a resisténcia desta malha, melhorando
as qualidades do pdo. Outras enzimas também sdo utilizadas para melhorar o sabor e a
conservacgdo dos paes (NOVOZYMES, 2013; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

Segundo a Novozymes (2013), outra aplicacdo industrial muito utilizada

refere-se a industria de sucos, na qual as enzimas sdo empregadas com o objetivo de melhorar



20

as qualidades fisico-quimicas, clarificando o produto, e também na diminui¢do da viscosidade
para melhorar o processo de filtragdo, diminuido assim o tempo de retencao.

Os sucos foram bem aceitos pelos consumidores por serem saborosos € com
muitas propriedades nutricionais. Cada fruta, no entanto, resulta em um suco com diferentes
propriedades e, particularmente, com diferentes graus de turbidez. Esta ocorre devido a
presenca de materiais insoldveis, que apresentam sabor, aroma e cor proprios (RIBEIRO et
al., 2010).

No inicio, as indudstrias de sucos sofriam muito com a baixa produtividade,
problemas com a filtracdo e clarificacdo devido aos materiais insoliveis. Devido a estas
dificuldades, o uso de enzimas tais como as pectinases, passou a ser pratica de muitas
inddstrias do Brasil devido a grande melhoria das caracteristicas fisico-quimicas dos produtos
e aumento da eficiéncia na produ¢do (UENOJO; PASTORE, 2007). O uso de enzimas muda
as propriedades dos sucos, pois elas atuam quebrando as cadeias poliméricas de carboidratos,
pectinas, hemiceluloses e amidos, compostos poliméricos que aumentam a viscosidade do

suco e a turbidez (BASTOS et al., 2002).

3.2 — Substancias Pécticas

Substancia péctica € um nome genérico utilizado para denominar
componentes nos quais as enzimas pectinoliticas atuam. Sao macromoléculas glicosidicas
com alto peso molecular, variando de 25 a 360 kDa, estando presentes em tecidos de vegetais
superiores e representado um dos maiores componentes da lamela média que envolve os
polissacarideos da parede celular - a celulose e a hemicelulose (SANDRI, 2010; JAYANI;
SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007).

As substancias pécticas sdo normalmente denominadas como pectina, um
termo utilizado de forma genérica, e sdo encontradas na natureza sob diversas formas:
protopectinas, 4cidos pectinicos e &cidos pécticos, todos ricos em 4dcido galacturdnico,
constituindo aproximadamente 65% de sua estrutura (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN,
2006; REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2012).

As protopectinas sdo encontradas em frutas verdes, nas quais os grupos
carboxilicos encontram-se esterificados e normalmente ligados ao cdlcio das paredes
celulares, formando o pectato de cdlcio, explicando-se assim a sua insolubilidade na dgua.

Durante o amadurecimento da fruta, a protopectina hidrolisa para pectina, podendo este ser



21

decomposto a dlcool metilico e 4cido péctico (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005;
REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2012).

Os 4cidos pectinicos sdo considerados substancias coloidais e soldveis em
dgua, contendo uma quantidade de metoxilas na forma de ésteres, sendo encontradas em
frutas mais maduras a partir de uma hidrélise da protopectina pela acao da poligalactouronase
(REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2012).

Durante o processo de amadurecimento, os dcidos pécticos sdo formados a
partir da pectinametilesterase, o qual promove a remocao dos grupos metilicos dos polimeros
(REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2012).

Segundo Willats, Knox e Mikkelsen (2006), a estrutura das substancias
pécticas ¢é formada por trés fragcdes poliméricas: homogalacturonana (HG),
ramnogalacturanana I, ramnogalacturanana II.

A homogalacturonana é constituida de &cidos galacturdnicos unidos por
ligacdes a-1,4, algumas das quais podem estar esterificadas, apresentando assim maior
resisténcia a hidrdlise (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; SANDRI, 2010).

A ramnogalacturanana I € um polissacarideo constituido de repeticdes de
unidades de &4cido galacturdnico e ramnose na cadeia principal e as cadeias laterais sdo
constituidas principalmente por arabinanas e galactanas, ligados as unidades de ramnose. A
ramnogalacturanana II é um polimero constituido de dcido galacturdnico, ramnose e galactose
(WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; SANDRI, 2010).

Segundo Willats, Knox e Mikkelsen (2006) existem teorias em que a cadeia
principal é formada pela homogalacturonana, tendo as ramnogalacturanana I e II como as
cadeias laterais, como mostrados na figura 1A. Outra teoria mais recente é que a cadeia

principal € formada por ramnogalacturonana I e a ramificacdo € constituida de

homogalacturonana, como € mostrado na figura 1B.

3.3 — Enzimas Pecticnoliticas

As pectinases ou enzimas pectinoliticas sdo produzidas por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, insetos e plantas, com o objetivo de utilizar as pectinas como
fontes de carbono (SANDRI, 2010). Segundo Jayani, Saxena e Gupta (2005), estas enzimas
sao divididas em trés grandes grupos:

1 — Protopectinases: Degradam a protopectina, que € insolivel, para dar origem a pectina

soluvel.
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2 — Esterases: Catalisam a esterificacio da pectina pela remocado de ésteres metoxi.
3 — Despolimerases: Catalisam a clivagem das ligacdes o — 1,4 do dcido galacturdénico da

cadeia principal do polissacarideo péctico.

Figura 1. Duas possiveis estruturas basicas da pectina
A

Homogalacturonana

Ramnogalacturcnana li

Ramnogalacturonana |

p Acelil ester ¢Metil ester

@ Acido galacturdnico (GalA)
@ Ramnose (Rha)

@ Apiose (Api)

@ Fucose (Fuc)

@ Acido acérico (AceA)
@ Galactose (Gal)

{0 Arabinose (Ara)
o Xilose (Myl)
o Acido glucurdnico (GlcA)

o Acido deoxilixo-

heptulopiranosilarico (Dha) gl

octulopirancsildonico

Fonte: Willats, Knox e Mikkelsen (2006)

As enzimas despolimerizentes sdo classificadas por meio de trés parametros:
de acordo com o tipo de clivagem das liga¢des glicosidicas, a posi¢ao de ataque no substrato e
o tipo de substrato hidrolisado. A clivagem das ligacdes podem ser hidrolitica (hidrolases),
que catalisam a hidrélise de ligacdes a-1,4 e a clivagem transeliminativa (liases), que
catalisam a B-eliminag¢do. Os mecanismos de a¢do podem ser do tipo “endo” (randomica) ou
“exo” (a partir do final da molécula) e os tipos de substratos podem ser o 4cido péctico ou a

pectina (UENOJO; PASTORE, 2007; SANDRI, 2010).
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Considerando-se as pesquisas recentes desenvolvidas nos dltimos anos, no

entanto, a classificacdo dada acima para as enzimas pectinoliticas estd se tornando obsoleta.

Uma classificacdo mais recente e elaborada € apresentada na tabela 2, que apresenta

diferentes grupos de pectinases, mostrando ainda seu mecanismo de acdo, sua forma de acdo

padrdo, substrato primadria e produto.

Tabela 2. Classificacéio de enzimas pectinoliticas

Enzima E.C.no. Mecanismo Acdo Substrato Primdrio Produto
de Acdo Padrao
Desmetoxilantes
1. Pectina-metil-esterase 3.1.1.11 Hidrélise Aleatéria  Pectina Ac. Pético + metanol
Despolimerizantes
A) Hidrolases
1.Protopectinases Hidrdlise Aleatéria  Protopectina Pectina
2.Endopoligalacturonase 3.2.1.15 Hidrodlise Aleatéria  Ac. Pético Oligogalacturonatos
3.Exopoligalacturonase 1 3.2.1.67 Hidroélise Final Ac. Pético Monogalacturonatos
4 Exopoligalacturonase 2 3.2.1.82 Hidrolise Peniiltima Ac. Pético Digalacturonatos
Ligacao
5.Endopolimetilgalacturonase Hidrdlise Aleatéria  Pectina Esterificada Oligometilgalacturonatos
6.Exopolimetilgalacturonase Hidrdlise Final Pectina Esterificada Oligogalacturonatos
B) Liases
1.Endopoligalacturonato liase ~ 4.2.2.2  Trans- Aleatério  Ac. Pético Oligogalacturonato
eliminacao insaturado
2.Exopoligalacturonato liase 4229  Trans- Peniltima Ac. Pético Digalacturonato
eliminagdo  Ligacdo insaturado
3.Endopolimetilgalacturonato  4.2.2.10  Trans- Aleatério  Polimetildigalacturonato Metiloligogalacturonato
liase eliminacao insaturado insaturado
4 Exopolimetilgalacturonato Trans- Final Polimetildigalacturonato Metilmonogalacturonato
liase eliminacao insaturado insaturado

Fonte: Jayani, Saxena e Gupta (2005)
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3.3.1 — Protopectinases

Segundo Jayani, Saxena e Gupta (2005), a protopectinase é responsavel por

catalisar a reac@o da protopectina (insoldvel) em pectina (solivel) de acordo com a reacgao:

Protopectina + H,O — Pectina

As protopectinases sdo divididas em dois tipos, o tipo A e o tipo B. O tipo A
€ 0 que reage com o sitio interno, a regido do acido poligalacturdnico da protopectina. O tipo
B reage com o sitio externo, ou seja, com as ramificacdes que podem estar ligadas ao dcido
poligalacturonico (UENOJO; PASTORE, 2007).

A PPase (ProtoPectinase) do tipo A pode ser obtida a partir de alguns fungos
como Kluyveromyces fragilis  IFO 0288, Galactomyces reesei L. e Trichosporon
penicillatum, conhecidos também como PPase-F, -L e —-S, respectivamente, possuindo
praticamente as mesmas propriedades. A Protopectinase do tipo B pode ser encontrada a
partir de Bacillus subtilis IFO 12113, B. subtilis IFO 3134 e Trametes sp., conhecidos também
como PPase-B, -C, -T, respectivamente (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

3.3.2 — Poligalacturonase

As poligalacturonases siao as enzimas que catalisam a clivagem hidrolitica da
cadeia do 4cido poligalactur6bnico com a introdug¢do de dgua na ponte de oxigé€nio como
representado na Figura 2, podendo ser de trés tipos. Endo-PG: hidrolisa aleatoriamente as
ligacdes a-1,4 do acido poligalacturénico; Exo-PG1: hidrolisa as ligagdes sucessivas do acido
poligalacturonico a partir da extremidade ndo redutora, liberando 4cidos galacturdnicos; Exo-
PG2: atua da mesma maneira que o exo-PGl, mas com a diferenca que libera o 4cido
digalacturénico (UENOJO; PASTORE, 2007; SANDRI, 2010).

Segundo Jayani, Saxena e Gupta (2005), a atividade da PG é determinada
durante o andamento da reag¢do, quando existe um aumento no nimero de grupos redutores e
ocorre uma diminui¢do da viscosidade.

As hidrolases incluem também as polimetilgalacturonases (PMG). A PMG
hidrolisa o polimetil-galacturonatos a oligometilgalacturonatos, podendo ser do tipo endo-, o

qual hidrolisa a ligacdo a-1,4 da pectina altamente esterificada, ou do tipo exo-, que hidrolisa



25

a ligacdo glicosidica a-1,4 da pectina na extremidade nao redutora (UENOJO; PASTORE,
2007; SANDRI, 2010).

Figura 2. Modo de Acdo das pectinases. PMGL: polimetilgalacturonato liase. PMG:
polimetilgalacturonase. PMGE: polimetilgalacturonato esterase (pectina esterase). PGL:

poligalacturonato liase (pectato liase). PG: poligalacturonase
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Fonte: Uenojo e Pastore (2007)

3.3.3 — Liases

As liases executam a quebra ndo hidrolitica de pectatos ou pectinatos, por
meio da trans-eliminac@o do polimero péctico, como representado na figura 2. Ao romper as

ligacdes glicosidicas, o dcido galacturonico formado fica com uma ligacdo insaturada nos
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carbonos 4 e 5. As liases sdo divididas em dois grupos, polimetilgalacturonato liase (PMGL)
que € responsdvel por catalisar a B-eliminagdo entre dois residuos de acido galacturdnico, a
partir da quebra das liga¢des de hidrogénio dos carbonos 4 e 5, podendo ser de forma —endo e
—exo. Ha ainda a poligalacturonato liase (PGL), a qual catalisa a clivagem das ligacdes a-1,4
por trans-eliminacdo do 4cido péctico, podendo ser de forma —endo e —exo (JAYANI;

SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007; SANDRI, 2010).

3.3.4 — Pectinesterase

A pectinesterase, chamada muitas vezes por pectinametilesterase,
polimetilgalacturonato esterase (PMGE) e pectase, atua catalisando a hidrdlise dos grupos
metil éster da pectina, convertendo a pectina em pectato e liberando o metanol, como ¢é
possivel analisar na figura 2; assim as liases e poligalacturonases atuam sobre o pectato

(JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007).

Pectina + nH,O — Pectato + nC,HsOH

3.4 — Exemplos de uso de pectinases na industria de sucos

Muitas pesquisas t€m sido realizadas comprovando a eficiéncia das pectinases
em sucos de diferentes frutas, diminuindo a viscosidade e a turbidez, melhorando assim a
filtracdo e as caracteristicas fisicas do suco.

Braga et al. (2013), por exemplo, estudaram o comportamento reoldgico do
suco de abacaxi pérola ao fazer um tratamento com pectinases, medindo a concentracdo de
pectina e a viscosidade do suco. Os dados obtidos por estes autores sao apresentados nas

tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Concentragdo de pectina em func¢do da temperatura e do tempo de incubagio

Ensaio Temperatura (°C) Tempo (min) Concentragdo de
Pectina (mgAG.L’l)
1 30 40 710,9
2 30 80 365,5
3 50 40 206,9
4 50 80 105,5

Fonte: Braga et al. (2013)

Baseando-se na Tabela 3, Braga et al. (2013) verificaram que a quantidade de
pectina no suco diminuiu devido a a¢do da enzima e, com o auxilio da temperatura e do
tempo, este resultado se tornou mais eficiente. Neste trabalho, como a concentracdo de
pectina na amostra integral era de 1770,4 mgAG.L'l, o uso de pectinases resultou em uma

reducdo de até 94,03% de pectina.

Tabela 4. Influéncia da temperatura na viscosidade (N = suco natural; D = suco tratado com enzima).

Nap (MPa.s) Temperatura (°C)
10 25 50 65
N 8,9 6,0 32 2.4
D 5,7 4,3 2,1 1.4

Fonte: Braga et al. (2013)

Com base na tabela 4, Braga et al. (2013) analisaram a influéncia da
temperatura na viscosidade de uma amostra com suco natural e outra amostra com suco
tratado enzimaticamente. Assim, conforme os autores demonstraram, a viscosidade é bem
menor no suco tratado, diminuindo com o aumento da temperatura.

Queiroz et al. (2000), em outro trabalho realizado com abacaxi, analisaram os
comportamentos reolégicos dos sucos naturais e dos sucos despectinizados, verificando que a
viscosidade do material natural e despectinizado acompanharam os teores de solidos
insoliveis. Quanto maior a quantidade de sélidos insoldveis, maior foi a viscosidade em
“mPa.s”, sendo assim observada uma maior viscosidade em sucos de abacaxi naturais em
relacdo ao suco despectinizado. Neste trabalho, avaliou-se também o comportamento
reoldgico dos sucos, observando-se que a fragdo integral e todas as fragdes peneiradas de suco

de abacaxi despectinizado apresentaram comportamento pseudoplastico.
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Abdullah et al. (2007), por sua vez, utilizaram a carambola como matéria-
prima e analisaram as caracteristicas fisico-quimicas apds o uso de enzimas pécticas no suco
obtido, verificando a turbidez, claridade, viscosidade e cor. Neste trabalho, os autores
empregaram planejamento estatistico e avaliaram a influéncia, nas caracteristicas do suco, das
varidveis, temperatura, tempo de incubagdo e concentracido enzimdtica. Modelos matemaéticos
foram compostos e superficies de resposta foram tragadas. Os resultados indicaram que a
varidvel concentragdo enzimadtica foi o fator que mais influenciou as caracteristicas do suco
obtido. As condi¢des selecionadas foram concentragdo enzimética de 0,1%, com tempo de
incubacdo de 20 min e temperatura de 30°C.

Em um trabalho mais recente, Sagu et al. (2013) realizaram estudo
semelhante com a banana, obtendo um suco mais clarificado e com uma viscosidade mais
baixa apds a aplicacdo das pectinases. A alta temperatura (maiores do que 40 °C) teve um alto
impacto nas caracteristicas finais do suco, como uma alta viscosidade e turbidez. Este impacto
foi atribuido a desnaturagcdo das enzimas em temperaturas mais elevadas.

Outras alternativas tecnoldgicas também tém sido relatadas para aplicagcao de
pectinases em sucos, como o uso de enzimas imobilizadas e alta pressdo hidrostética.

Enzimas imobilizadas sdo enzimas fisicamente confinadas numa certa regio
do espagco com retencdo de suas atividades cataliticas e que podem ser usadas repetida e
continuamente, enquanto o sistema enzimdtico se mantiver ativo. Idealmente, a enzima
imobilizada deverd exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverdao ocorrer
alteracodes estruturais danosas a atividade catalitica, bem como modificagdes no sitio ativo
(GANDH]I, 1997). O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
propiciar a reutilizagdo destas enzimas, facilitar a separacdo dos produtos, aumentar a
estabilidade em solventes organicos (Dalla-Vecchia et al., 2004), além de alterar as
propriedades cataliticas e fisico-quimicas da enzima em relacio a sua forma soldvel,
conferindo, por exemplo, maior estabilidade ao pH e a temperatura (Zanin e Moraes, 2004).

Com relacdo ao uso de pectinases imobilizadas, pode-se citar o trabalho de
Wang et al. ( 2013). Neste trabalho, pectinase de Penicillium oxalicum F67 (PoPase) foi
imobilizada em microesferas de amido de milho magnetizadas. Os parametros utilizados para
a imobilizacao foram a concentracdo de enzima de 0,2%, e a concentracdo de glutaraldeido de
3,5%, pH 4 e o tempo de imobilizagdo de 4 horas. A pectinase imobilizada foi utilizada 8
vezes no processo de fabricacdo do suco, apresentando ao final uma atividade enzimética de

60% da atividade inicial, com uma temperatura 6tima de 50 °C e um pH 6timo de 4.,5.
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Em outro trabalho, Lei e Bi (2007) relataram um estudo do uso do polimero
poli-(estireno co-dcido acrilico) como suporte para a imobiliza¢do, tendo como parametros
uma temperatura de 10 °C, pH 6, concentragdo de 10 U/mL de enzima e com tempo de
imobilizacdo de 1 hora. O sistema imobilizado apresentou, da mesma forma que a enzima
livre, atividade mdxima em pH 4 e 65 °C.

Outra alternativa relatada € o uso de altas pressdes hidrostaticas, processo
utilizado em alimentos liquidos ou s6lidos que sdo submetidos a pressdes acima de 100 MPa.
Em um espaco confinado, um fluido (normalmente a 4gua) € empregado a fim de transferir as
pressdes igualmente em todas as dire¢des sobre o alimento. Este método foi inicialmente
utilizado como uma forma de inativar as enzimas que sdo prejudiciais para a qualidade dos
alimentos, evitando assim uma possivel deterioracdo ou para eliminar a carga microbiana do
alimento (ROSENTHAL et al., 2005; TORREZAN, 2003; TOMLIN et al., 2014).

Alguns estudos documentam os efeitos da estabilizacdo e ativacdo que a
pressdo elevada pode ter sobre as enzimas. Dois estudos foram feitos por Tomlin (2013,
2014), por exemplo, analisando os efeitos da temperatura e altas pressdes sobre a viscosidade
do suco obtido e a atividade enzimdtica. Em altas pressoes, 200 — 300 Mpa, e temperatura
entre 42,4 ¢ 62,4 °C, ocorreu uma diminui¢do na viscosidade da solug¢do de pectina e um
aumento na atividade enzimdtica. Sob as melhores condi¢des obtidas, de 300 MPa e
temperatura de 62,4 °C, a velocidade de reacdo foi de 2 a 3 vezes maior que em temperatura
de 45 °C e pressao atmosférica.

Embora haja uma série de aplicacdes desejaveis das pectinases, muitas vezes
o efeito da presenca destes biocatalisadores pode ser indesejavel, como € o caso do suco de
laranja e do suco de tomate, que sé sdo aceitos pelo consumidor caso apresentem alguma
turbidez. Nestes casos, o uso de pectinases ¢ limitado a funcio de auxiliar de filtracdo, sendo
feita a desnaturacdo da enzima por meio do aquecimento do suco, ou por meio do
congelamento, visando-se a evitar clarificacio excessiva (ABDULLAH et al., 2007;

UENOJO; PASTORE, 2007).
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4 — CONCLUSAO

Por serem produtos do setor alimenticio, todas as etapas de producdo dos
sucos de frutas devem ser bem controlados, desde a colheita até o envase, evitando que
qualquer contaminacdo afete as caracteristicas finais do produto. Além de todo o controle, as
indudstrias seguem caminhos para que a producdo deste produto seja de grande eficiéncia,
sendo esta aprimorada devido ao uso de enzimas neste setor.

A enzima pectinase € adicionada durante o processo de extracdo do suco,
resultando em melhor extracdo de produto e sucos mais clarificados € com uma menor
viscosidade. A claridade agrega uma melhor qualidade do produto para o consumidor e a
viscosidade melhora o tempo de filtracdo na produgdo do suco, diminuindo-o em até 50%,
aumentando assim a eficiéncia do processo.

Outras técnicas como o uso de pectinases imobilizadas e de altas pressoes
hidrostaticas, tém sido relatadas para melhorar a eficiéncia do uso destas enzimas ou dos
processos de extragdo do suco. As pectinases imobilizadas podem ser reutilizadas diversas
vezes no processo, co baixa perda de atividade ao longo das sucessivas bateladas. O método
de altas pressoes hidrostéticas, por sua vez, aprimora mais ainda o processo de reducao das
substancias pécticas, resultando em velocidade de reacdo 2 a 3 vezes maior.

No entanto, o uso das enzimas no geral deve ser bem controlado, pois além
do seu alto valor agregado, elas s@o muito sensiveis, pois qualquer interferéncia como,
temperatura e pH, pode causar a sua desnaturagdo, ndo resultando assim no efeito desejado.
Portanto, toda uma estrutura deve ser preparada para uma boa execucao e aproveitamento dos

beneficios desta enzima.
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