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(57) Resumo: DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA
EM REOMETRO ROTACIONAL. A presente patente de invengéo (Pl) refere-se & elaboragéo de um método para quantificagéo
de atividade pectinolitica em dispersdes de pectina citrica, principalmente extraida do bagaco de laranja, mas que pode ser
aplicado para pectinas citricas em geral. Para esta finalidade, definiu-se um método para o monitoramento da reducéo da
viscosidade complexa nas dispersdes durante a hidrélise da pectina, em tempo real, pela acdo de pectinases, utilizando um
redmetro rotacional. A queda da viscosidade complexa foi equiparada com a liberagédo de acido D-galacturdnico, principal
mondmero da estrutura da pectina e produto da hidrélise por pectinases. A utilizagdo da reologia como ferramenta para monitorar
a atividade enzimatica em tempo real pode trazer beneficios para a induUstria por possibilitar o0 monitoramento da atividade
enzimatica em tempo real e apresentar o resultado imediato da andlise.
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DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO DA
VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL

Fundamentos da inveng¢ado e descri¢gdo do estado da técnica

{001}. A pectina é definida como um polissacarideo aniénico
formado majoritariacmente por monémeros de dcido D-galacturénico
ligados por ligacdo covalente a-1,4, os quais podem estar parcialmente
esterificados por grupos metil éster [1]. A pectina € um polimero natural
biodegraddvel e biocompativel que pode ser aplicado nas dreas
biomédica, farmacéutica, cosmética, sendo principalmente empregado
na industria alimenticia onde é utilizado como agente geleificante,
espessante, texturizante e emulsificante [2] [3] [4]. Além disso, os
compostos presentes em sua estrutura, quando isolados, se apresentam
como produtos de alto valor agregado, por exemplo, o dcido D-

galacturénico.

{002}. O acido D-galacturénico (D-GalA) representa cerca de 70%
dos mondmeros na pectina laranja [5] e tem sido utillizado como
acidificante e tensoativo, mas pode ser convertido em outros
componentes de maior valor agregado, tais como o dcido mucico e o

dcido L-galactbnico.

{003}. O dcido L-galacténico pode ser convertido em dcido
ascorbico (Vitamina C) e em dcido mucico por processos fermentativos
[6], sendo este Ultimo um importante intermedidrio na sintese de
biopldsticos devido & sua conversdo em dcido furan-2,5-dicarboxilico
(FDCA) [7].

{004}. A hidrdlise da pectina para produzir D-GalA pode ser
realizada por processos quimicos ou enzimdticos. Na hidrdlise quimica,
sdo utilizados dcidos, como os cloridrico e sulfurico, em altas

temperaturas (80 a 100 °C) e baixos valores de pH (1,0 a 3,0) [8]. Contudo,
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nestas condicdes, D-GalA pode ser degradado em lactonas e furfuranos,

perdendo o seu valor econdmico [?] [10].

{005}. A hidrdlise enzimdatica utilizando pectinases (EC 3.2.1.15)
apresenta vantagens em relacdo a hidrdlise dcida, dado que as
condicdes de reacdo sdo mais brandas, geralmente em temperatura de
20 a 40 °C e valores de pH 4,0 a 6,0. Nestas condicoes, a degradacdo do
D-GalA é evitada [11].

{006}. A eficiéncia da hidrdlise enzimdtica pode ser diretamente
influenciada por varios fatores, tais como a estrutura quimica da pecting,
o grau de metilesterificacdo da pectina, a presenca de contaminantes
provenientes do processo de extracdo, tais como lactonas e furfuranos,

e a concentracdo de solidos em solucdo durante a hidrdlise [12].

{007}. As caracteristicas da pectina dependem da sua fonte
vegetal e do método de extracdo utilizado para sua obtencdo. Na
indUstria, a pectina de laranja é extraida da regido do albedo
(mesocarpo) da laranja [13]. O processo industrial para a obtencdo da
pectina consiste na extracdo aquosa (65 a 100 °C), seguida de extracdo
dcida, utilizando dcido oxdlico ou dcido nitrico a altas temperaturas (80
a 100 °C) e baixos valores de pH (2,0 a 4,0). No entanto, as condicdes
aplicadas neste processo apresentam desvantagens como a producdo
de lactonas e furfuranos, os quais podem inibir a atividade enzimdatica

posterior [14] [15].

{008}. Para evitar estes problemas, o ¢cido citrico tem sido utilizado
para substituir os dcidos oxdlico e nitrico na extracdo de pectina. O dcido
citrico pode ser considerado um solvente ecolégico, sendo um dos
dcidos orgdnicos encontrados em limdes e laranjas e classificado como

dcido fraco, de alta solubilidade em dgua e biodegradavel [16] [17].

{009}. Além de reduzir o impacto ambiental, a utilizacdo do dcido

citrico no processo de extracdo da pectina é mais adequada para a
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indUstria alimenticia, uma vez que a despolimerizacdo e degradacdo da
pectina sdo menores visto que os dcidos orgdnicos possuem capacidade
de hidrdlise inferior em relacdo aos dcidos minerais por serem Acidos
fracos [14]-[16] [18] [19].

{010}. A cinética da hidrélise enzimdtica da pectina, para
determinacdo da atividade enzimdtica, € geralmente seguida por
meétodos analiticos quimicos, tais como métodos colorimétricos [20] e
cromatogrdaficos (cromatografia liquida de alta performance, HPLC),
onde se determina o produto de hidrdlise originado, por exemplo o D-
GalA. Contudo, estes métodos sdo frequentemente caros, podem sofrer
interferéncias de outros compostos e ndo quantificam a atividade

durante area¢cdo, em tempo real.

{011}. A determinacdo de atividade de pectinases tambéem pode
serrealizada através da queda da viscosidade de dispersdes de pecting,
com base na modificacdo da viscosidade aparente ou pela viscosidade
cinemdtica. A viscosidade aparente, que é determinada em viscosimetro
rotacional, € definida como o escoamento medido em um determinado

ponto sob cisalhamento constante [24] [25].

{012}. Os viscosimetros rotacionais podem ser utilizados para
determinacdo da atividade de pectinases com base na reducdo da
viscosidade aparente, porém apresentam problemas com altas
concentragcdes de pectina, onde o valor mdximo utilizado é de 4,0%
(m/v), com base na literatura analisada [23] [24] [25]. Além disso, para
determinacdo da viscosidade aparente, as andlises podem levar de 3

min até 120 min.

{013}. A viscosidade cinemdatica, que é viscosidade medida através
do escoamento decorrente da forca da gravidade, determinada
através da utilizacdo de viscosimetros capilares também pode ser uma

feramenta para determinar a atividade de pectinases, através da
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reducdo da viscosidade relativa. Contudo, esse método é recomendado
apenas para baixas concentracoes de pectina, variando de 0,1% até
2,0% (m/v). Este método precisa de concentracdes reduzidas pois, devido
a alta viscosidade das dispersdes de pectina em altas concentracoes,
pode causar o entupimento do capilar. Porém, a baixa concentracdo de
pectina pode levar a erros na determinacdo da afividade, visto que ndo
ird representar o efeito real da atividade em altas concentracoes. Para
estas andlises, hd necessidade da utilizacdo de variados volumes de
dispersdo de pectina e tempos de reacdo, que podem variar,
respectivamente, de 1 mL até 18 mL, com duracdo de 5 min até 15 min
[26][27].

{014}. Ressalta-se que na propria literatura analisada, os autores
citam a dificuldade de comparar resultados obtidos através da andlise
viscosimétrica, visto que cada autor estabelece seus proprios parémetros,
como temperatura, concentracdo, tempo de reacdo, além de definir

diferentes maneiras para se determinar a atividade enzimdtica [24][26].

{015}. Neste pedido de invencdo estd sendo proposto um método
mais rdpido e direto de determinacdo de atividade de pectinases, que
utiliza até 5,0% (m/v) de dispersdo de pectina em volume de 3 mL. Este é
um meétodo reoldgico, que utiliza o redmetro HAAKE Mars Il (Thermo
Electron GmbH, Alemanha), para determinar a viscosidade complexa da

dispersdo de pectina.

{016}. A viscosidade complexa descreve a resisténcia total ao
cisalhamento din@mico, que pode ser expresso por dois componentes:
modulos G' (mddulo de armazenamento ou eldstico) e G” (mddulo
viscoso ou de perda), em funcdo da frequéncia utilizada (Equacdo 1)
[24] [25].
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Equacgdo 1: Cdiculo da viscosidade complexa com base nos mddulos G,

G" e na frequéncia angular [26] [27]:

IG*] = VG2 +G"
In*l = G/

onde |G*| = moddulo complexo; G' = modulo viscoso; G" = modulo

eldstico; | n*| = viscosidade complexa; [ frequéncia angular.

{017}. A viscosidade complexa, obtfida a partir da reologia em
sistema oscilatério dindmico pode ser uma nova ferramenta Util para
acompanhar a hidrdlise da pectina, uma vez que € possivel visualizar a
queda de viscosidade complexa em curtos intervalos de tempo (< 2 min),
além de permitir a andlise de dispersdes de pectina em concentracdo
maior (5,0%, m/v) em relacdo & literatura disponivel analisada para este

pedido de patente, o que permite maior confiabilidade dos resultados.

{018}. Até o momento, pela busca de anterioridade realizada,
inexistem frabalhos relatando o acompanhamento da queda da
viscosidade complexa em redmetro rotacional durante a hidrdlise
enzimdtica de dispersdes de pectina citrica em diferentes concentracoes
utilizando pectinases, para determinacdo da atividade pectinolitica, que

€ o objetivo da presente invencdo.

{019}. Em relacdo ao estado da técnica, existem alguns trabalhos
com algumas similaridades ao presente pedido, os quais serdo

apresentados abaixo:

{020}. O trabalho de 1999, infitulado como “Use of commercial
pectinase in fruit juice industry. Part [: viscosimetric determination of
enzyme activity” [26] descreve a elaboracdo de uma metodologia
viscosimétrica para quantificar a atividade enzimdatica e determinar os
par@metros cinéticos de um extrato enzimdatico comercial (Pectinex Ultra

SP-L) em dispersdo de pectina. Contudo, neste trabalho € utilizado um
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viscosimetro para determinar a viscosidade aparente. Deste modo, este
trabalho também ndo apresenta similaridade com este pedido de
patente, visto que na presente solicitacdo a viscosidade é determinada
através da utilizacdo de um redbmetro rotacional, no qual o resultado

principal é a viscosidade complexa.

{021}. O trabalho de 2002, intitulado como “Viscometric Method for
Assaying of Total Endodepolymerase Activity of Pectinases” [25] descreve
um método viscosimétrico para identificacdo de atividade de
endopoligalacturonases em pectina de laranja ou macd (0,5% em
tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0). Contudo, foi utilizado um viscosimetro
capilar termostatizado para identificar a queda da viscosidade relativa
da dispersdo. Este documento ndo apresenta coincidéncia, visto que o
presente pedido de patente utiliza um redmetro rotacional para analisar
a viscosidade complexa, a qual € determinada pelos médulos G' e G e

uma frequéncia angular especifica.

{022}. O trabalho de 2002, intitulado como “Rheological properties
of milk gels made with coagulants of plant origin and chymosin” [30],
descreve um método para avaliar as propriedade de géis de leite obtidos
através da acdo de quimosina e coagulantes de plantas utilizando um
redmetro rotacional. Contudo, este trabalho ndo avalia o aumento da
viscosidade complexa, mas sim o comportamento dos parémetros G’ e
G". Além disso, o principal foco do trabalho é relacionado d coagulacdo
da caseina, uma proteina presente no leite. Deste modo, este frabalho
nAo apresenta coincidéncia com este pedido de patente, pois aqui o
redbmetro rotacional é utilizado para acompanhar a reducdo da
viscosidade complexa em dispersdes de pectina citrica e determinar a

atfividade de pectinases.

{023}. O trabalho de 2009, intitulado como “Selection of a method
for determination of activity of pectinolytic enzymes in berry fruit

materials” [24] descreve diferentes métodos para determinar atividade
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enzimdtica de produtos de frutas silvestres em diferentes concentracoes,
entres eles o método colorimétrico e o de reducdo da viscosidade.
Contudo, para a determinacdo da atividade enzimdatica, foi utilizado um
viscosimetro para determinar a reducdo da viscosidade aparente. Este
documento ndo apresenta coincidéncia, visto no presente pedido de
patente utiliza-se um redmetro rotacional para determinar a viscosidade
complexa de dispersdes de pectina citrica para a determinacdo de

atfividade de pectinases.

{024}. No trabalho de 2017, infitulado como “Production of
pectinases for quality apple juice through fermentation of orange
pomace” [27] utiliza-se um método viscosimétrico para determinar @
atividade pectinolitica de endo-pectinases produzidas a partir de
fermentacdo do bagaco de laranja residual. Contudo, este trabalho
utiliza um viscosimetro capilar para identificar a atividade enzimdtica a
partir da viscosidade relativa. Deste modo, este documento ndo
apresenta coincidéncia, visto que este pedido de patente utiliza um
redmetro rotacional para determinar a queda da viscosidade complexa
de pectina extraida do bagaco de laranja Umido e padrdo analitico

utilizando um extrato enzimdatico comercial rico em poligalacturonases.

{025}. A utilizacdo da reologia como ferramenta para monitorar a
atividade enzimdtica em tempo real pode trazer beneficios,
principalmente para a indUstria de citricos, por possibilitar a andlise de
dispersdes de pectina com concentracdes relativamente mais altas,
permitir o monitoramento durante a reacdo de hidrdlise (em tempo real)
e apresentar o resultado imediato da andlise. A inovacdo estd na
elaboracdo de uma metodologia para determinacdo de atividade
pectinolitica através da reducdo da viscosidade complexa obtida
através de andlise reoldgica de maneira rédpida e direta, utilizando baixo

volume de amostra.

Descrigcdo da abordagem do problema técnico
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{026}. Com base na a¢cdo das pectinases sobre a pecting, surgiu a
ideia proposta no presente pedido de patente de invencdo:
“DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO
DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL". A inovacdo
estd no desenvolvimento de um método eficiente que possibilite a
determinacdo da atividade enzimdtica das pectinases em dispersdes de
pectina em concenfracdo de até 5,0% (m/v), mas ndo limitadas a esta
concentracdo, utilizando um baixo volume de amostra (3 mL), em tempo

real e de maneira rdpida (< 2 minutos).
Descri¢ao detalhada da inven¢ao

{027}. A presente invencdo descreve uma metodologia para
determinar a atividade enzimdtica de pectinases com base na reducdo
da viscosidade complexa em dispersdes de pectina, compreendida nas
seguintes etapas: 1) Extracdo da pecting; 2) Determinacdo da atividade
da enzima por método cldssico, 3) Solubilizacdo da pectina; 4)
Solubilizacdo da enzima; 5) Determinacdo dos parémetros da andlise
reoldgica; 6) Andlise da queda da viscosidade complexa; 7) Reducdo da
viscosidade complexa devido a hidrdlise enzimatica; 8) Liberacdo de D-
GalA durante a hidrdlise enzimdatica; 9) Cdlculo da atividade enzimdatica
a partir da geracdo de D-GalA; 10) Cdlculos da atividade enzimdtica a

partir da reducdo da viscosidade complexa.

{028}. Com relacdo a etapa 1), extracdo da pectina, a extracdo
com dAcido citrico foi realizada para extrair pectina do bagaco de laranja
Umido. O bagaco de laranja Umido (200 g) foi submetido a tratamento
com 99% de etanol (1:9) sob refluxo durante 30 min a 80 °C, fornecendo
o extrato etilico e os residuos insolUveis em dlcool (AIR). Os extratos dcidos
foram extraidos do AIR com 5,0% (m/v) de dcido citrico (1:12), pH 2,0
durante 2 h a 80 °C. Os extratos dcidos foram obtidos por centrifugacdo

(5.000 rpm; 20 min a 10 °C), dialisados em dagua ultra pura durante 72 h
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(6-8 kDa), e depois tratados com 99% de etanol (3:1, v/v) para precipitar

a pectina. O precipitado foi liofilizado durante 24 h a - 45°C e 0,1 mbar.

{029}. Finalizando a etapa 1), as amostras de pectina obtida do
bagaco de laranja Umido e do padrdo analitico de pectina citrica
(Sigma-Aldrich) foram caracterizadas utilizando-se as técnicas de
cromatografia de alta performance por exclusdo de tamanho (HPSEC)
para avaliar a homogeneidade e distribuicdo de massa molar;
ressondncia magnética nuclear (NMR) para caracterizacdo da estrutura
quimica e determinacdo do grau de metil esterificacdo; a cromatografia
liguido gasosa (GLC) e andlise colorimétrica através do método de
Blumenkrantz & Asboe-Hansen [31] para dosagem dos monossacarideos
neutros e dcidos urbnicos, respectivamente. De acordo com a dosagem
colorimétrica, a quantidade de D-GalA presente na pectina extraida do
bagaco de laranja Umido e da pectina do padrdo analitico foram de

69% e 79% (m/m), respectivamente.

{030}. Em relacdo 4 etapa 2), determinacdo da atividade da
enzima por método cldssico, no processo de hidrdlise enzimdatica das
amostras de pectina foi utilizado o extrato de pectinase comercial
Pectinex Ultra Clear (Novozymes Latin America Ltda, Araucdria, PR), rico
em poligalacturonases. Este extrato apresentou uma atividade de 10.768
U mL!, conforme determinado pelo método do dcido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) [20], utilizando a pectina citrica comercial da Sigma-Aldrich como
substrato. Uma unidade de atividade enzimdtica (U) foi definida a

liberacdo de 1 umol de D-GalA por minuto nas condicdes do ensaio.

{031}. Ainda na etapa 2), para avaliar a atfividade do extrato de
pectinase comercial pelo método cldssico, a liberacdo de carboidratos
redutores da hidrdlise da pectina citrica foi determinada com o método
colorimétrico DNS. Foi utilizado um reator de vidro revestido com
capacidade mdaxima de 50 mL, ligado a um banho-maria a 32 °C, com

circulacdo de dgua atfravés de tubos de silicone.
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{032}. Finalizando a etapa 2), no reator de vidro, foram adicionados
20 mL de dispersdo do padrdo analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich)
a 1,0% (m/v) em tampdo 0,2 mol L' pH 4,5 de acetato de sdédio. Apds
estabilizacdo a 30 °C, foi adicionado 1 mL de extrato enzimdtico diluido
(1:1000) ao reator. Foram coletadas aliquotas de 0,5 mL a cada 30 s,
durante areacdo por 5 min. Cada aliquota foi colocada em um tubo de
ensaio de 10 mL, em banho de gelo. Os tubos receberam 0,5 mL de DNS
e foram depois colocados em banho de ebulicdo durante 5 min. Depois
disso, foram adicionados 4 mL de dgua destilada refrigerada. Finalmente,
a absorbdncia das amostras foi lida em espectrofotdmetro a 540 nm. A
concentracdo de dcido D-GalA nas amostras foi determinada por uma

curva analitica, usando como padrdo o dcido D-GalA puro.

{033}. Em relacdo a etapa 3), solubilizacdo da pectina, as amostras
de pectina obtidas do bagaco de laranja Umido e do padrdo analitico
(Sigma-Aldrich) foram diluidas em tampdo acetato de sddio, 0,2 mol L
pH 4,5, visto que este tampdo propicia melhor afividade para as
pectinases. As amostras de pectina foram diluidas na concentracdo de
5% (m/v).

{034}. Em relacdo & etapa 4), solubilzacdo da enzima, para
realizacdo dos experimentos foi utilizado o exitrato comercial de
pectinase citado em {030}, diluido em tampdo 0,2 mol L' pH 4,5 de
acetato de sédio. A enzima foi diluida na razdo de 1:1000 para os testes

em concentracdo de 5,0% (m/v) de pectina.

{035}. Em relacdo a etapa 5), determinacdo dos parédmetros da
andlise reoldgica, foram selecionados os pardmetros para as andlises em
sistema oscilatério din@mico (tensdo e frequéncia oscilatdrias fixadas em
0,1 Pa e 1,0 Hz, respectivamente) para monitorar a variacdo da
viscosidade complexa durante a hidrdlise enzimdtica das amostras de
pectina. Esta andlise reoldégica foi realizada de acordo com a

metodologia utilizada por Beux [32] e Esteves ef al. [30], com
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modificacdes. Os experimentos foram realizados com concentracdo de
pectina de 5,0% (m/v) das amostras de pectina exfraida do bagaco

Umido de laranja e padrdo analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich).

{036}. Em relacdo a etapa é), andlise da queda da viscosidade
complexa, as amostras foram solubilizadas e analisadas em tampdo de
acetato, pH 4,5, 0,2 mol L-' a 30 °C, condicdes étimas para a atividade
da pectinase. Depois, 150,0 uL do extrato enzimdatico, previamente diluido
conforme {034}, foi adicionado para obter a proporcdo 1:1000 em 5,0%
(m/v) de pectina para 3,0 mL de dispersdo, que foi misturada
completamente durante 10 s e depois imediatamente fransferida para a
placa base no redmetro rotacional. Para cada amostra, foram realizadas
varreduras temporais com 900 medicdes do modulo eldstico (G"),
modulo viscoso (G") e viscosidade complexa (|n*|). pelo periodo
maximo de 15 min a uma frequéncia fixa de 1,0 Hz a 30 °C. Utilizou-se o
padrdo analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich), nas mesmas

condicdes, para comparacdo.

{037}. Finalizando a etapa 6), os valores dos mddulos eldastico e
viscoso e da viscosidade complexa foram determinados diretamente
pelo software RheoWin Data Manager (Versdo 4.86.0002, HAAKE). Os
experimentos foram realizados em duplicata com média e desvio padrdo

avaliados pelo software estatistico Graphpad Prism 5.

{038}. Em relacdo a etapa 7), reducdo da viscosidade complexa
devido a hidrdlise enzimdatica, a viscosidade complexa de cada amostra
na concentracdo de 5,0% (m/v) alcancou a metade do valor inicial em
diferentes tempos. A amostra de pectina extraida do bagaco Umido da
laranja alcancou o valor de 30 P em 10 segundos de reacdo, enquanto
que a amostra da pectina analitica alcancou o valor de 6 P em 50

segundos de reacdo (Tabela 1).
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{039}. Continuando a etapa 7), ressalta-se que a diferenca entre a
viscosidade complexa inicial entre as dispersdes de pectina do bagaco
de laranja Umido e do padrdo andlitico se deve a quantidade de
ramificacdoes que cada amostra possui, apesar de ter sido utilizada a

mesma concentracdo de 5,0%(m/v) de pectina em ambas.

{040}. Finalizando a etapa 7), reducdo da viscosidade complexa
devido & hidrdlise enzimdtica, nas dispersdes com concentracdo de 5,0%
(m/v), durante os 100 segundos iniciais da hidrdlise enzimdtica das
amostras de pectina, verificou-se que a viscosidade complexa da
pectina extraida do bagaco Umido da laranja sofreu uma queda de
aproximadamente 91%. Para o padrdo analitico de pectina, houve
queda de 75% na viscosidade complexa (Tabela 1) em relagdo a
amostra controle sem a adicdo do extrato enzimdtico. Apds 100
segundos de reacdo, os valores de viscosidade complexa de ambas as
amostras se mantiveram estéveis até o término da andlise, sugerindo que
0 substrato (cadeia de homogalacturonana) foi hidrolisado pelo extrato

de pectinase durante este periodo de andlise.

Tabela 1: Viscosidade complexa (|n*|), expressa em P (Poise), de
dispersdes de pectina extraida do bagaco de laranja Umido (WOP) e
pectina citrica do padrdo analitico (SP) submetidos a hidrdlise com

pectinase
Amostr | Concentracdo Tempo de reacdo (s)
a (m/v) 0 10 50 100
WOP 59 P 30P - 5P
5,0%
SP 12P - 6P 3P

{041}. Em relacdo a etapa 8), liberacdo de D-GalA durante a
hidrolise enzimdtica, para relacionar a queda da viscosidade complexa
com a liberacdo de D-GalA, as amostras também foram analisadas em

HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncial).
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{042}. Ainda na etapa 8), as andlises dos hidrolisados no HPLC apds
100 segundos de reacdo (tempo na qual a viscosidade complexa j&
estava estabilizada) mostraram um teor de 0,33 mg mg' (mg de D-
GalA/mg de pectina) para a amostra de pectina extraida do bagaco
Umido de laranja na concentracdo de 5,0% (m/v). J& em relacdo co
padrdo analitico, os teores de D-GalA foram de 0,45 mg mg' na
concentfracdo de 5,0% (m/v). Ressalta-se a inexisténcia de D-GalA livre

nas dispersdes de pectina antes da hidrélise enzimdtica.

{043}. Finalizando a etapa 8), considerando o teor de D-GalA
apresentado em {029} e o resultados encontrados no HPLC apresentados
em {042}, os rendimentos das reacdes de hidrélise, na concentracdo de
5,0% (m/v) apds 100 segundos de reacdo, foram respectivamente de 48%
para a pectina extraida do bagaco de laranja Umido e 57% para a

pectina do padrdo analitico.

{044}. Em relacdo na etapa 9), atividade enzimdtica a partir da
geracdo de D-GalA, usualmente considera-se que uma unidade de
atividade enzimdtica (U) € a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol
de substrato por minuto sob condicdes padrdo de temperatura, pH e
demais varidveis. Contudo, muitas enzimas utilizadas na industria séo
impuras, dificultando a quantificacdo de proteina ativa responsdvel pela
transformacdo do substrato. Deste modo, a concentracdo destas
enzimas comerciais € determinada em unidades por mL de exirato
enzimdtico. Assim, nota-se que as unidades de atividade enzimdtica sdo
definidas de diversas maneiras para enzimas diferentes e podem ter
diferentes definicdées para a mesma enzima em condicdes reacionaqis e

contextos diferentes [26].

{045}. Continuando na etapa 9), considerando a quantidade de
D-GalA gerada e identificada por HPLC, formulou-se uma forma de
interpretacdo da unidade de atividade enzimdtica U, apresentada

abaixo:
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{046}. Ainda na etapa 9), a atividade enzimdtica foi calculada
com base nos resultados apresentados em {042} (Equacdo 2). Para a
amostra de pectina extraida do bagaco Umido da laranja, para a
concenfracdo de 50% (m/v), a afividade determinada foi de 34.426 U
mL-'. Para o padrdo andalitico de pectina citrica, na concentracdo de
5,0% (m/v), a atividade determinada foi de 46.686 U mL-1. Ressalta-se que
uma unidade de atividade enzimdtica (U) € definida como a liberacdo
de 1 umol de D-GalA por minuto nas condicoes do ensaio e dividido pelo

volume de extrato enzimdtico utilizado.

Equacgdo 2: Cdlculo de atividade enzimdatica, considerando as
concentracdes de D-GalA quantificado pelo HPLC:

PGalA
t

Upprc =

UH PLC
Vg

Atividade Enzimatica =

Onde:
Uypc = Unidade de atividade enzimdtica baseada na determinacdo
de D-GalA por HPLC (umol/min)
P;us = Acido galacturénico gerado (umol)
t =Tempo de reacdo (min)
Vg = Volume de extrato enzimdatico utilizado (mL)

{047}. Finalizando a etapa 9), observando a producdo de D-GalA,
conseguiu-se associar a acdo da enzima em hidrolisar a estrutura da
pectina e liberar D-GalA, e deste modo concluiu-se que foi possivel
observar a hidrélise enzimdtica da pectina dessa maneira, em tempo

real.

{048}. Em relacdo a etapa 10), determinacdo da atividade
enzimdtica a partir da reducdo da viscosidade complexa, levando em
considerando a queda da viscosidade complexa identificada pelo
redmetro rotacional, formulou-se uma interpretacdo da unidade de
atividade enzimdtica U, semelhante da apresentada em [30],

demonstrada em {049}.
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{049}. Continuando a etapa 10), considerando a reducdo da
viscosidade complexa (Tabela 1), estipulou-se que uma unidade de
atividade (U) é o volume de extrato necessdrio para reduzir a viscosidade
complexa inicial pela metade, por minuto de reacdo na temperatura de
30 °C (Equacdo 3). A atfividade enzimdtica da amostra de pectina
extraida do bagaco de laranja, na concentracdo de 5,0% (m/v), foi de
32.000 U mL-'. No padrdo analitico de pectina citrica, na concentracdo

de 5,0% (m/v) também foi determinado o valor de 32.000 U mL-!.

Equagdo 3: Cdiculo de atividade enzimdtica, considerando a

reducdo da viscosidade complexa inicial:

|n*|0 1
U, = X
n 2 t

n*
2

*

Atividade Enzimatica =
E

Onde:
U,- = Unidade de atividade enzimdtica baseada na viscosidade
complexa (P/min)
In*|l, = Viscosidade complexa inicial da dispersdo (P)
t,~,, = Tempo de reacdo até a metade da viscosidade inicial (min)

",

Vg = Volume de extrato enzimdatico utilizado (mL)

{050}. Finalizando a etapa 10), conseguiu-se associar a agdo da
enzima em hidrolisar a estrutura da pectina e diminuir a viscosidade
complexa da dispersdo, e deste modo concluiu-se que foi possivel

observar a hidrélise enzimdtica da pectina através deste método.

{051}. Diante dos resultados obtidos descritos nos pardagrafos
anteriores, pode-se considerar que o método para medir a atividade de
pectinases em dispersdes de pectina através de andlise em redmetro
rotacional, descrito nesta patente, € vantajoso no que diz respeito as
condicdes operacionais, citadas em {010, 012-015 e 017}, e 4 eficiéncia

em se monitorar a atividade da enzima pela queda de viscosidade
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complexa {038-040}, que se correlaciona bem com a produ¢cdo de D-
GalA {042}, um produto de valor agregado e de interesse industrial. Além
disso, permitiu rapidamente o cdlculo para atividade enzimdtica {046 e
049} com base na reducdo da viscosidade complexa inicial {038},
utilizando um volume de 3 mL de dispersdo de pectina em uma

concentragcdo de 5,0% (m/v) em menos de 2 minutos de reacdo.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE DETERMINAGAO DA ATIVIDADE PECTINOLITICA, ATRAVES DA
REDUCAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL,
DURANTE A HIDROLISE ENZIMATICA DA PECTINA CiTRICA REALIZADA POR
EXTRATO ENZIMATICO RICO EM PECTINASES, caracterizada pela
elaboracdo de uma metodologia que possibilita a determinacdo da
atividade pectinolitica em tempo real, onde uma unidade de atividade
(U) é o volume de extrato necessdrio para reduzir a viscosidade complexa
inicial pela metade, por minuto de reacdo na temperatura de 30 °C. A
andlise dareducdo da viscosidade complexa compreende as dispersoes
de pectina extraida de laranja e da pectina comercial, ambas de origem

citricas e nas concentracdes de 5% (m/v).

2. DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO
DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL, A PARTIR DA
HIDROLISE DE PECTINA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pela reducdo significativa da viscosidade complexa nas dispersdes da
pectina exiraida de laranja e da pectina comercial, ambas de origem
citica. Como a pectina de qualguer fonte € responsdvel pela
viscosidade das dispersdes, a metodologia aqui reivindicada pode

compreender outras pectinas de distintas fontes.

3. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGCAO
DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL EM SISTEMA
OCILATORIO DINAMICO, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2,
caracterizada pela utilizacdo de pardmetros reoldgicos obtidos em
sistema oscilatério dinGmico de redbmetro rotacional (tensdo e frequéncia
oscilatérias fixadas em 0,1 Pa e 1,0 Hz, respectivamente), para
identificacdo da reducdo da viscosidade complexa durante a hidrdlise

enzimdtica em tempo real.
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4. METODOLOGIA RAPIDA E DIRETA PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2,
caracterizada pela utilizacdo de dispersdes de pectina extraida de
laranja e de pectina comercial, ambas de origem citrica na
concenfracdo ideal de 5% (m/v), mas ndo limitada a esta concentfracdo,
nos volumes de 3 mL e a reducdo da viscosidade complexa em menos

de 100 segundos, em tempo real.

5. CORRELAGAO ENTRE A ATIVIDADE PECTINOLITICA OBTIDA ATRAVES DA
REDUGCAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL E A
PRODUGCAO DE ACIDO D-GALACTURONICO A PARTIR DA HIDROLISE
ENZIMATICA DA PECTINA, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2,
caracterizada pela correlacdo da queda da viscosidade complexa com
a producdo de dcido D-galacturbnico, mensurada através de método
cromatografico, durante a hidrdlise enzimatica de dispersdes de pectina

extraida de laranja e de pectina comercial.

6. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGCAO
DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL, de acordo
com as reivindicacdes 1 e 4, com a reducdo da viscosidade complexa
que pode ser ulilizada para previsdo da producdo de dcido D-
galacturénico, um produto de interesse industrial, obtido por hidrdlise
enzimdtica de amostras de pectina extraida de laranja e de pectina

comercial, mas ndo limitado a esta fonte de pectina.
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RESUMO

DETERMINAGAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA
VISCOSIDADE COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL

A presente patente de invencdo (Pl) refere-se a elaboracdo de um
método para quantificacdo de atividade pectinolitica em dispersdes de
pectina citrica, principalmente extraida do bagaco de laranja, mas que
pode ser aplicado para pectinas citricas em geral. Para esta finalidade,
definiu-se um método para o monitoramento dareducdo da viscosidade
complexa nas dispersdoes durante a hidrélise da pectina, em tempo real,
pela acdo de pectinases, utilizando um redémetro rotacional. A queda da
viscosidade complexa foi equiparada com a liberacdo de dcido D-
galacturénico, principal monémero da estrutura da pectina e produto da
hidrélise por pectinases. A utilizacdo da reologia como ferramenta para
monitorar a atividade enzimdtica em tempo real pode trazer beneficios
para a industria por possibilitar o monitoramento da atividade enzimdtica

em tempo real e apresentar o resultado imediato da andilise.
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