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RESUMO

As pectinases, um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas e rompem ligagdes
glicosidicas, sdo produzidas por fungos filamentosos, leveduras e bactérias, mas encontram-se
também em plantas em geral e em frutas, em particular. Na industria de sucos as enzimas
pectinoliticas s3o adicionadas para aumentar o rendimento do processo, diminuir a
viscosidade e reduzir o tempo de filtracdo. A pectina metilesterase, PME, hidrolisa os grupos
metil éster, formando grupos carboxilicos na cadeia da pectina, produzindo metanol e H3O".
Portanto, ¢ fundamental o seu conhecimento, a fim de controlar a eficiéncia do tratamento. O
objetivo deste trabalho foi determinar as condi¢des 6timas da atividade da PME presente em
preparacdes industriais, propor um procedimento potenciométrico para determinacdo da
atividade da enzima e comparar os dados com os obtidos por potenciometria tradicional ¢ Uv-
Vis, avaliar a eficiéncia do método proposto na determinacdo da atividade residual da PME
exdgena no suco de manga. A atividade da PME nas trés amostras comerciais, Pectinex 100L
Plus, Panzym Univers e Panzym Clears, foi determinada por potenciometria, espectroscopia
Uv-Vis, com o indicador azul de bromofenol, ¢ pela acdo do alcool oxidase com acetil
acetona. A reacao consistiu de 5,00 mg.mL'1 de pectina de maca, 0,100 mol.L" de cloreto de
sodio e 50 pL de enzima pectinolitica comercial para um volume de 30 mL. Em todos os
experimentos a desmetoxilagdo enzimatica mostrou uma cinética de primeira ordem, com
maior atividade em pH 4,0 a 4,5 e 45 °C, sendo que a inativagdo completa ocorreu a 75 °C por
10 min, nas trés preparagdes industriais. A inativacdo térmica da PME das preparacoes
Pectinex 100L Plus e da Panzym Clears ocorreu sob mesmas condi¢des, quando a atividade
foi medida pelos procedimenos de AVy,on/ Atiempo O de ApH/ Atiempo. A atividade da PME nas
preparagdes industriais a 25 °C e pH 4,5, determinada por espectroscopia Uv-Vis com o
indicador azul de bromofenol, apresentou boa correlagdo com a atividade determinada pelos
procedimentos por potenciometria. A estabilidade do indicador em solu¢do com a pectina
permite a sua utilizagdo para determinar a atividade da PME em amostras nas quais o pH
otimo localiza-se na faixa é4cida. A liberagdo do metanol medida pela dlcool oxidase, seguida
da reacdo com a acetil acetona para determinar o formaldeido, mostrou boa concordancia com
os resultados dos procedimentos de medida de atividade enzimatica utilizados neste trabalho.
A inativa¢ao da PME residual em suco de manga ocorreu na temperatura de 75 °C por 20 min
de exposi¢do no procedimento AVyuon / Atiempo € durante 10 min de exposigéo pelo procedimento
ApH/ Atempo. A atividade residual da PME a 70 °C por 10, 20 e 30 min de exposi¢do em
presenca do suco foi maior do que no controle, indicando o seu efeito protetor. O
procedimento da ApH/ Atemp, apresenta boa correlagdo com os demais métodos, com a
vantagem de medidas precisas e diretas da [H'], dispensando uma série de reagentes e
materiais de custos elevados.

Palavras Chaves: Pectina. Pectina metilesterase. Atividade residual. Potenciometria.
Espectroscopia Uv-Vis. Suco de manga.



ABSTRACT

Pectinases, a group of enzymes that degrade pectic substances and break glycosidic linkages,
are produced by fungi, yeasts and bacteria, but are also in plants in general and fruit in
particular.In the juice industry the pectinolytic enzymes are added to increase the efficiency of
the process, decrease the viscosity and reduce the time of filtration. The pectin
methylesterase, PME, hydrolyzes the methyl ester groups, forming carboxyl groups in pectin
chain, releasing methanol end H;O". Therefore, its knowledge is vital in order to control the
effectiveness of the treatment. The purpose of this study was to determine the optimum
conditions of the activity of the pectin methylesterase in industry preparations, proposing a
potentiometric procedure for determining the PME activity and compare the data with those
obtained by traditional potentiometry and Uv-Vis, evaluate the efficacy of this method in
determining the residual activity exogenous of PME in mango juice. The activity of PME in
the three commercial samples, Pectinex 100L Plus, Panzym Univers and Panzym Clears, was
determined by potentiometry, Uv-Vis spectroscopy, with the bromophenol blue indicator, and
the action of alcohol oxidase with acetyl acetone. The reaction consisted of 5.00 mg.mL™
apple pectin, 0.100 mol.L™" sodium chloride and 50 uL commercial pectinolytic enzyme for a
volume of 30 mL. In all experiments the enzyme deesterification showed first-order kinetics,
with increased activity at pH 4.0 to 4.5 and 45 °C, whereas the complete inactivation occurred
at 75 °C for 10 minutes, in the three industrial preparations. The thermal inactivation of the
PME of Pectinex 100L Plus and Panzym Clears preparations occurred under the same
conditions, when the activity was measured by the procedures of AVy,on / Atime or of ApH/
Atime. The activity of PME in industrial preparations at 25 °C and pH 4.5, determined by
UV-Vis spectroscopy with bromophenol blue indicator, showed good correlation with the
activity determined by the procedures by potentiometry. The stability of the indicator in the
pectin solution allows its use to determine the PME activity in samples in which the optimum
pH is located in acid band. The release of methanol as measured by alcohol oxidase, followed
by the reaction with acetyl acetone to determine the formaldehyde, showed good agreement
with the results of the enzyme activity measuring procedures used in this research. The
inactivation of residual PME in mango juice occurred at 75 °C for 20 minutes of exposure in
the procedure AVnaon / Atiime and 10 minutes of exposure during the procedure ApH/ Atiime.
The residual activity of PME in 70 °C for 10, 20 and 30 minutes of exposure in the presence
of juice was higher than in the control, indicating its protective effect. The procedure of ApH/
Atime shows good correlation with other methods, with the advantage of precise and direct
measures of [H'], excusing a series of reagents and high costs materials.

Key words: Pectin. Methylesterase pectin. Residual activity. Potentiometry. Uv-Vis
spectroscopy. Mango juice.
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1 INTRODUCAO

O mercado de sucos vem crescendo com 0 passano®® asso se deve, sobretudo,
ao consumidor, pois ele procura comodidade, mabé&anrequer um produto de qualidade
que tenha as caracteristicas da fiotaatura. Para atender a essas exigéncias as industrias
vém aprimorando as etapas de processamento, aefiobtér produtos padronizados e de
qualidade. Segundo a Food Agriculture Organizatibthe United Nations (FAO), o Brasil
ocupou o terceiro lugar na producdo mundial deafigm 2004 e como consequéncia a
industria tem ofertado ao consumidor sucos, gel@ampotas, entre outros produtos. O
Brasil € o maior exportador mundial de suco coneeotde laranja, e esse crescimento deve-
se ao aprimoramento de técnicas de plantio, deepsamento, transporte e logistica.

Nos sucos de frutas, a turbidez, consisténcia eéapa estdo relacionadas as
substancias pécticas, que aumentam a viscosidadriay dificultando as operacdes de
filtracdo e concentracdo. Para melhorar a qualidémeprocesso sao utilizadas enzimas
pectinoliticas (poligalacturonase, pectina me#leste e pectina liase) na extracdo e
clarificacdo de sucos. As enzimas sao adicionadas plegradar a pectina e outros
componentes de alto peso molecular, resultandounteato do rendimento, diminuicdo da
viscosidade e reducao do tempo de filtragdo dogssm:

Entre as pectinases, encontra-se a pectina metdsst que hidrolisa os grupos metil
éster da pectina formando metanol e produzindoodoidno e poligalacturénico. Para a
industria de sucos a acdo da pectina metilesterassuco € indesejavel, porque altera a
turbidez do produto, devido ao fato de o acido mempmligalacturbnico reagem com o0s ions
calcio do meio provocando a precipitacdo sob a doda pectatos, 0 que promove uma
clarificagdo espontanea. Assim, faz-se necessainatevacao da pectina metilesterase, que

pode ser realizada através de tratamento térmiroemrto da pressao ou por pulsos elétricos
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(BAYINDIRH et al., 2006; MARTINEZ, FORTUNY, BELLOS(02006; ZHANG et al.,
2006; SAMPEDRO, RODRIGO, HENDRICKESE, 2008; WILINSKt al., 2008). Contudo,
€ preciso que as caracteristicas dos smcoaturasejam preservadas ao maximo.

Os meétodos utilizados para determinar a atividadeingtica da PME sdo a
titulometria e a espectroscopia Ultravioleta-Visiv&om relacdo a titulometria, a atividade da
enzima € proporcional a velocidade inicial de comswle base, hidroxido de sodio, pela
variagdo do tempoAVnaon / Atempd. A determinacdo da atividade enzimatica por esse
método tem certas limitagcdes, porque pequenas exligé base podem causar aumentos
significativos do pH, além de associar o0 ajust@ldao tempo real da reagcdo sem considerar
o periodo de estabilizacdo do pH. Ou seja, torngusse impossivel manter o pH constante
no sistema, visto que a enzima atua rapidamentprimagiros minutos da reagao.

Por essa razao, estudos para aprimorar o métodiultanetria contribuirdo para
obtencdo de resultados mais precisos para a coaueidientifica e tornar& menos
dispendioso o trabalho nas industrias. No presaatealho propde-se um procedimento
potenciométrico alternativo para determinar a déige da pectina metilesterase, bem como

acompanhar a inativacdo da PME exdgena em suaosiuiga
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PECTINA

Substancias pécticas compreendem heteropolissessaridcidos complexos que
apresentam alto peso molecular, 25 a 360 kDa. Hstésentes na maioria dos tecidos
vegetais, principalmente em frutos maduros. A sumdancia relativa e detalhes estruturais
diferem entre tipos de células e espécies. Sdongadas como componente principal na
lamela média entre as células na forma de pectateattio e de magnésio (JAYANI,
SAXENA, GUPTA, 2005).

A Sociedade Americana de Quimica (ALKORTA et a®98) classificou substancias
pécticas em quatro tipos principais: protopectawgo péctico, acido pectinico e pectina. A
protopectina é definida como substancia péctica insolivel eomég presente em tecidos
intactos, que submetida a uma hidrolise limitadadpz pectina ou &acido pectinichcido
péctico € um polimero solluvel de galacturanas que contgamtglades negligenciaveis de
grupos metoxil, sais acidos ou normais que s&o atlamde pectatofcido pectinico é a
cadeia poligalacturana que contém maior que zermemor que 75% de unidades
galacturonato metoxiladas, sais &cidos ou normeaifiddos pectinicos, denominados de
pectinatosPectina galacturonato polimetilado, € o material polimmérem que pelo menos
75% dos grupos carboxil das unidades galacturosato esterificados com metanol; ela
confere rigidez ao tecido quando esta ligada dasduda parede celular.

Segundo Fu e Rao (1999 e 2001), a pectina é dtaskif de acordo com o grau de
esterificacdo, que é a propor¢cdo de grupos carlestdrificados com metanol na cadeia
galacturdnica, em alto grau de metoxilagéo e bgran de metoxilagéo. A pectina com alto

grau de metoxilacdo contém mais de 50% dos grugdmoxil na forma de metil éster. J4 a
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pectina com baixo grau de metoxilagdo apresenteaosnde 50% dos grupos carboxil na
forma de metil éster.

De acordo com McNeil et al. (1984) e Scheller e(2007), a pectina consiste de um
grupo de polissacarideos acidos, com estrutura lesmpe pode ser classificada em
homogalacturonana (HGA), ramnogalacturonana | (R&lnnogalacturonana 1l (RGII) e
xilogalacturonana (XGA). Aparentemente, esses ol sdo covalentemente ligados uns

aos outros. Dados de pesquisa disponiveis mostnrammadelo esquematico para a pectina

como o representado na Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura esquematica da pectina.
Fonte: SCHELLER et al., 2007.

Quimicamente a molécula de pectina, Figura 2, stmsle uma estrutura em cadeia
com unidades de acidbp-galacturdnico ligadas: (1—4), contendo regides ricas em
ramnose, estes sao pontos de ramificacdo paraasddt@rais de arabinose, galactose e xilose
(WHITAKER, 1994; ALKORTA et al., 1998). Os grupoarboxil do acido galacturénico séao

parcialmente esterificados por grupos metoxil, erciphmente ou completamente
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neutralizados por ions sodio e potassio. Algunsgiopos hidroxil sobre 0s,@ G podem

ser acetilados.

Figura 2 — Estrutura quimica da cadeia de pectina.
Fonte: HOURDET, MULLER, 1991.

Scheller et al. (2007) e McNeil et al. (1984) ratatn que a regido HGA é formada
predominantemente por unidades @®-acidos galacturbnicos com ligacde~4. Esse
polimero forma géis rigidos e insolUveis na pregete calcio. Na regido RGI, a cadeia
principal contém unidades repetidas €€) a L-Rha-(1-4)-a-D-GalA-(1—. Metade das
unidades de ramnose sdo substituidas em O-4 peiasathterais de monossacarideos,
apresentando principalmente galactose e ramnoss. di@a podem encontrar-se fucose,
acido glucurdnico ou seu derivado 4-O-Me como exiledes ndo redutoras. A fracdo de
RGII é formada por polissacarideos complexos queéoo altas propor¢cdes de ramnose e
acucares raros como@metil-fucose, 20-metil-xilose, apinose e &cido acérico. A cadeia

principal € composta por unidadesodp-acidos galacturénicos em ligacdes+4). A regido
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xilogalacturonana , XGA, apresenta a cadeia pralogjomposta por unidades de acilo
galacturénico ligadas (1—4) e contendo cadeia lateral de xilose.

O grau de esterificacdo da pectina tem influénaia propriedades de geleificacao.
Segundo Rolin (1993), Fu e Rao (1999 e 2001), pectdm alto grau de esterificacdo forma
gel em pH em torno de 3 e em presenca de acUucapHebaixo os grupos carboxilatos sao
protonados, ndo carregados, mas hidratados. Aduwhga@cucar consiste em competir com as
moléculas de agua de hidratacdo da pectina, expémeds hidrofobicas, nas quais ocorre a
unido entre os grupos metil éster de diferentegcntds atraves de interacdes hidrofobicas e
pontes de hidrogénio, promovendo a geleificacagegétina de baixo grau de esterificacao
forma gel na presenca de ions calcio, numa ampla é&® pH, com ou sem acucar.

Pectina com alto teor de metoxilacdo pode serdaatam reagentes alcalinos ou com
enzimas, como a PME, cuja funcdo consiste em desitegta cadeia galacturbnica para
produzir pectina com baixo teor de metoxilacdo (RMO, SERAVALLI, 2004). De Assis et
al. (2004) estudaram as condi¢cbes de producédo cinpede baixo teor de metoxilagao
usando pectina metilesterase (PME) de acerola éviraobilizada em gelatina. Observaram
que quando a enzima estava livre, as condi¢cbesastioram baixa concentracdo de NaCl,
0,1mol.L’}, temperatura relativamente alta, 55 °C, e pH basic JA quando a enzima
encontrava-se imobilizada em gelatina a 40 °C,oaslicdes 6timas foram concentracdo de
NaCl 0,151mol.[* e igual valor de pH.

Kurita, Fujiwara e Yamazaki (2008) estudaram otefda adi¢do de acido citrico na
extragcdo de pectina da casca da laranja a difergatiee temperatura. A pectina isolada
apresentou um baixo grau de esterificacao, 8,484adb peso molecular e alto contetdo de
acucares neutros. A extracdo da pectina com adidoocem pH neutro mostrou um aumento
significativo na viscosidade, quando comparada coma pectina de controle. Os autores

observaram que a atividade da PME foi inibida comumento da concentracdo de acido
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citrico e que a pectina resultante atingiu as exigd8 industriais de geleificacdo e

estabilizacao.

2.2 ENZIMAS PECTINOLITICAS

Segundo Jayani, Saxena e Gupta (2005), as enzie@mqgliticas ou pectinases
podem ser divididas em trés grandes grupos: protiopses, depolimerases e esterases. As
protopectinases degradam a protopectina insolUveprauzem pectina solavel. As
depolimerases catalisam a hidrélise da ligacdoogjliica a (1—4) de &cidosD-
galacturénicos das substancias pécticas. As estecasalisam a desesterificacdo da pectina
pela remocao dos grupos metoxil éster.

As enzimas pectinoliticas, produzidas em diferentesbinacdes pelas plantas e por
microrganismos como fungos, leveduras e bactéliegradam substancias pécticas (Figura
3). No grupo das esterases, encontra-se a pecétiesterase, PME, que catalisa a hidrdlise
da ligacdo C-O nos grupos metoxil éster da pediinerando metanol e convertendo pectina

em pectato.
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Figura 3 — Modo de ac8o enzimética das pectinasesnea molécula de pectina: Polimetilgalacturonatsel,
PMGL, polimetilgalacturonase, PMG, pectina metdease, PME, poligalacturonato liase, PGL, e
poligalacturonase, PG.

Fonte: UENOJO, PASTORE, 2007.

As pectinases sao utilizadas no processamentocds swbebidas de frutas, favorecem
a clarificacdo e facilitam a filtracdo, resultandmm maior rendimento do processo
(ALKORTA et al., 1998). Segundo Whitaker (1994),sabstancias pécticas sao degradadas
pela acdo das enzimas, resultando no amolecimerftotds e vegetais. No processamento de

frutas, se essas enzimas nao forem devidamenteaidias$, alteram a turbidez e favorecem a
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producdo de pequenas quantidades de metanol, comdego que deixa o produto com

sabor desagradavel.

2.2.1 Pectinases de Frutas e Vegetais

A mudanca na textura e consisténcia de frutos eetaesg no periodo de
amadurecimento € consequéncia da acdo de enzirnasofigcas. H4 uma conversdo da
protopectina, substancia insoluvel em agua, enadatem frutos verdes, para pectina solavel,
pela acdo de protopectinase. A firmeza da polpauta esta ligada as substancias pécticas
que compdem a parede celular; na fase de cresarderfruto, a protopectina mantém forte
coesdo celular. Segundo Burns e Pressey (1987 'ddin papel relevante na acdo da PME
sobre as pectinas. Durante o amadurecimento do, fautatividade da PME resulta no
aparecimento de grupos carboxilicos com carga mega€COO, reduzindo o grau de
esterificacdo e aumentando a densidade de cargasivas ao longo da cadeia de pectina.
Assim a afinidade por ligacdo com 0%C#& aumentada, e essa ligacdo é considerada de
natureza cooperativa, pois impede a acdo da P@hseglientemente, mantém a estrutura da
parede celular. Quando ambas — a poligalacturofRGg e pectina metilesterase (PME) -
atuam, promovem a degradacdo da pectina, modificéartura do fruto e, em consequéncia
disso, ocorre um amaciamento da polpa da fruta BEt al., 2002).

A textura de tomates é uma caracteristica impartpata a qualidade do fruto, devido
a tolerancia ao transporte e manuseio duranteheitmle comercializa¢do. Estudos sugerem
que a mudanca da textura no fruto esta associadiieeacdo das caracteristicas dos
polissacarideos que compdem a parede celular. &eseml. (2004) monitoraram a atividade
da PME e PG em frutos de tomates em diferentegiestde maturacdo e correlacionaram

com a mudanga na textura, pectina e licopeno. @ates foram colhidos no estadio verde-
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maduro, acondicionados em um local com umidaddivelale 85-90% e mantidos em

temperatura ambiente de 20 + 2 °C. Os pesquisadetesminaram a atividade enzimatica
retirando amostras em estadios diferentes de ngaturaerde-maduro, “de vez”, maduro e
vermelho-maduro. Observaram que o0s cultivares qriesabressairam com melhores
caracteristicas para o consumo ao natural apreaentaenor atividade das enzimas PME e
PG. Segundo os pesquisadores, isto se deve a utugdce na despolimerizacdo e
solubilizacdo das pectinas resultando em maiorutaxtTambém verificaram elevada

atividade tanto para a PME como para a PG, emsfncestadio “de vez”.

Antunes, Goncalves e Trevevisan (2006) avaliaranatigidade enzimatica da
poligalacturonase e da PME em frutos de amoreieisp Rubus spp. mantidas sob
diferentes ambientes e periodos de armazenamebg&ery@ram que a atividade da PME
aumentou com o aumento do periodo de armazenanetépendentemente da cultivar e do
meio de conservacao, enquanto que a atividade ddeP@sceu com o aumento do periodo
de armazenamento.

Laratta et al. (1995) purificaram trés isoformasRIME a partir do tomate, as quais
foram validadas termicamente em pH 4,5. As cureamativacdo térmica das trés isoformas
mostraram comportamento exponencial na faixa depeemtura entre 70 a 90 °C. Os
resultados demonstraram uma cinética de inativegg@aca diferente para as trés isoformas
da PME. Dessas, duas formas apresentaram compattasmmilar e foram mais resistentes a
altas temperaturas, representando 70% da ativitiztde da PME. De Sio et al. (1995)
estudaram o comportamento da PME em cinco culsvéegtomate, tanto em sucos como em
produtos de tomate. A inativacdo térmica dessaventoi avaliada na faixa de temperatura
de 73 — 88 °C. Os diferentes cultivares examinatastraram uma diferenca significativa na

atividade da PME e variag0es na termoresisténcia.
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Laats et al. (1997) verificaram a presenca da PMEvagem do feijao verde
(Phaseolus vulgaris ). que pode influenciar a textura apos esteriliaagdmercial. Duas
fracbes de PME foram parcialmente purificadas, algemn e da casca, com massa molecular
45 e 29 kDa, respectivamente.

Segundo Assis, Lima e De Faria Oliveira (2000) MERextraida da acerola mostrou
alta estabilidade quando tratada por 100 min a’GQpois perdeu apenas 10% de sua
atividade, sendo necessario 110 min a°@8para sua completa inativagdo. A partir disso, os
autores concluem que sucos de acerola apresentaperegura e tempo de inativacdo mais
elevados, quando comparados com as condi¢des nlatuiessdo dessa enzima em citros.

Granada, Vendrucolo e Treptow (2001) estudaranoogssamento do suco de amora-
preta de diferentes cultivares como a Tupi, Guagdiiazos. Extrairam o0 suco por prensagem
a frio com e sem adicdo de enzimas pectinolitiddservaram que a utilizacdo de enzimas,
na extracdo do suco, proporcionou um aumento de BA%endimento. Na sequéncia
analisaram o suco clarificado quanto as caradtas$stquimicas e sensoriais. O cultivar
Brazos foi estavel a agdo das enzimas e o sucaltgiou suas caracteristicas. Ja no cultivar
Tupi, as enzimas alteraram parametros quimicos flelentiaram nas caracteristicas
sensoriais. No teste de preferéncia, o suco deaapreta do cultivar Tupi se destacou em
relacédo ao cultivar Guarani, com 64% de preferétagconsumidores.

Ly-Nguyen et al. (2002) extrairam e purificaramNMBPde morangos, observaram que
o pH 6timo foi na faixa de 6,9 e 7,0 e a tempeea@iima ficou entre 59 e 60 °C. Verificaram
gque a PME do morango — a qual contribui com 12%atildadade enziméatica total — foi
termoestavel e que a taxa de inativacdo aumentawaumento da temperatura.

A turbidez em sucos citricos confere a eles catiatiteas importantes, como a cor e
“flavour”, sendo a pectina um componente principal e esdenai estabilizagcdo do suco.

Estudos (INGALLINERA et al., 2005) que compararaatigidade total da PME em espécies
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diferentes de laranjas, mostraram que a presen@Mie reduziu caracteristicas peculiares
em sucos de laranjas, como a coloragéo e a turbiiiepesquisadores determinaram também
a estabilidade da enzima em varios tempos de team@mtérmico e em diferentes
temperaturas. Observaram que o tratamento a 850dfC3pmin ndo comprometeu a
estabilidade das antocianinas, mas foi eficaz pat@vacdo da enzima e eliminacdo parcial
dos microrganismos. Segundo Croak et al. (2006gstbilizacdo do suco pode ser
prejudicada na presenca de enzimas ativas, PMEcAna forma complexos de pectato de
calcio e provoca a precipitacdo das particulas.p&suisadores estudaram as mudancas
ocorridas no tamanho das particulas do suco dejdaegp0os adicdo de pectinases e PME.
Observaram que as particulas ndo alteraram de tamemos a adicdo de pectinase, mas
ocorreu uma agregacao das particulas em poucodaniapés adicdo de PME no suco de
laranja em pH natural de 3,8. Observaram tambémaqggeantidade de enzima adicionada
afetou a cinética de agregacdo e verificaram quepEN6,0 foi necessaria uma grande
guantidade de enzima para obter o0 mesmo efeitajagbg que em pH baixo 2,5 ocorreu
rapidamente a agregacao de particulas de tamaribo ma

Carbonell et al. (2006) determinaram a atividadé’NHE em sucos de laranja recém
preparados e processados de trés variedades thfereBegundo os autores, os resultados
mostraram que a atividade da PME para os sucoardrjd da variedade Valencia-late e
Clementine foi semelhante; j& para cultivar Ortasi@ atividade da PME foi duas vezes
maior que as anteriores. O tratamento térmico lraad0 °C durante 30 s ou 74 °C em 10 s,
foi suficiente para reduzir a atividade da PME noosde laranja da variedade Clementine
com nivel residual abaixo do maximo, de 10 %, p@mapo de prateleira de sucos
refrigerados.

Sila et al. (2007) extrairam e purificaram a PMpaatir da cenouralfaucus carota

var. Nerac), estudaram o efeito da pressao e daetamura na atividade da enzima purificada
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bem como em pequenos fragmentos de cenoura. Olmargae sob pressdo atmosférica o
pH 6timo da PME na cenoura foi de 8,0 a 22,5 °@ativacdo ocorreu acima de 80,
contudo mostrou uma notavel resisténcia a press&9@ MPa, especialmente a temperaturas
menores que 40C. Constataram também que a atividade foi altameefendente da
temperatura e da pressao aplicada; a atividadexgiara o sistema modelo e em fragmentos

de cenoura foi a 50 °C sob presséo de 300-500 MPa.

2.2.2 Pectinases Industriais

As pectinases sdo encontradas em plantas, bactefiasgos. A PME presente em
plantas e bactérias tem pH 6timo que varia engeB6Ja na produzida por alguns fungos, o
pH 6timo encontra-se entre 4 e 6. Essa enzimalémitiicada em muitas frutas como maca,
banana, liméo, laranja, uva, cereja, manga, map&#a, tomate, entre outras (BENEN, VAN
ALEBEEK, VORAGEM, 2003).

Pectinases industriais sdo amplamente utilizadas p&llstrias de sucos e bebidas de
frutas, por isso estudos para elucidar as condigéescéo e inativacado destas sdo questdes
freqlientes de pesquisa nesta area. Ceci e Loz888)(éstudaram métodos para determinar a
atividade da poligalacturonase, PME e pectina l@seamostras industriais de enzimas,
Rohapect D5S e Pectinol. Investigaram também dibédtade térmica e a influéncia do pH
nessas amostras, e observaram que o pH 6timo pHEdd? de 4,6.

Mutlu et al. (1999) estudaram os pardmetros @ogtde uma pectinase comercial,
Pectinex Ultra SP-L, acompanharam a mudanca nasidaxe de uma solucdo de pectina
pela acdo da enzima e determinaram a atividadeM#a ém pH 3,5 a 35C. A energia de

ativacdo da reacdo catalisada pela pectinase catfeicle 9,316 Kcal. mdl.
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A manga pode ser processada na forma de néctargsidrias bebidas puras ou com
outras frutas. Ollé et al. (2000) estudaram o @feié polissacarideos de fungos, que
continham enzimas pectinoliticas, no puré de mangdura, por 2 h a 50 °C. Observaram
que ocorreu uma diminuicdo na viscosidade do peirdue esta se deve a hidrélise e ao
aumento de acido galacturénico, arabinose e rami@gseste de precipitacdo com etanol,
apos 30 min de tratamento, foi negativo no sorque indicou uma rapida degradacédo das
substancias pécticas. Segundo Kashyap et al. (2001 nhéctar tipico de manga contém de
20-30% de puré, pH em torno de 3,5 e acidez tiglde 0,2-0,3%. Enzimas exogenas foram
usadas para aumentar a concentracdo do néctarrdgroa para produzir suco limpido e
concentrado. A adicdo de pectinases favoreceuradisgfio da polpa de manga nas etapas de
processamento, resultando em um aumento do rendiraerredor de 80% de suco total de
manga presente na fruta.

Sartoglu et al. (2001) pesquisaram as condicOesipabilizacdo de uma amostra de
pectinase comercial, Pectinex Ultra SP-L, sobre ws@a de troca anibnica macropososa,
St-DVB. A imobilizacéo foi realizada com particuldes resina por adsor¢éo eletrostatica. Os
autores compararam o0s valores das constantes deadlis=Menten, K e a velocidade
méaxima,Vmax da enzima imobilizada e da forma livre a paréirrdducdo da viscosidade de
uma solucdo de pectina a pH 4,5 e 2850bservaram que os valores para esses parametros
foram superiores no sistema em que a enzima eawanse imobilizada sob a resina.

Na extracdo do suco de laranja também sdo utikzada pectinases industriais
(KASHYAP et al., 2001), porque proporcionam um aotoena extracdo de acUcares e
substancias sollveis, aumentam o rendimento e d@mina viscosidade do suco. Com o
tratamento enzimético ocorre a degradacéo paraigledtina insolivel e com isso o produto
torna-se estavel. As pectinases devem apresengaemes concentracfes de PME, baixa

atividade, para evitar a clarificacdo do suco. keos ndo-clarificados, como o de laranja, o
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tratamento térmico é uma etapa para a inativac@®Mia, a qual mantém a turbidez estavel.
O congelamento do produto também faz com que ax@zérmaneca na sua forma inativa.

Duvetter et al. (2005) estudaram a cinética deiviagdio da PME deé\spergillus
aculeatuspurificada. A reacdo de inativacéo foi na faixaemperatura de 46-5€ e seguiu
uma cinética de primeira ordem. Observaram queig@adie CaGl (50 mM ou 1,0 M) na
reacao nao influenciou os parametros de inativé&gawica. Verificaram também que a PME
foi estavel a presséo, a 25 °C e que ndo ocori@ésiEmo na atividade ap0s pressurizacao a
700 MPa por 1 h. Concluiram também que a press@o temperatura exibem efeitos
antagonicos na estabilidade da PME e que a enzema dculeatusndo foi suscetivel a
inibicdo pelo inibidor PME purificado do Kkiwi.

Pectinases industriais sdo produzidas por cepa®iotogicamente seguras a partir
de Aspergullussp., consistem de uma mistura de varias enzinséistdis bioquimicamente e
compdem um liquido ambar prontamente miscivel ema.dgrassin et al. (2005) estudaram a
composicao das pectinases industriais que séwrad#ls na maceracdo de maca. Verificaram
que a composicdo da amostra depende da cepespirgillussp. utilizada na preparacao
enzimética, das condi¢cdes de fermentacdo e dosdogtempregados na recuperacdo e
purificagdo da enzima. Constataram que existe uiversilade enzimatica nos produtos
nomeados como “pectinases”, em que predominam &eotacdo de PME e a
poligalacturonase.

Nikolic” e Mojovic (2007) estudaram a acado da pahgturonase daspergillus niger
(FPG), pectina metilesterase Aspergillus niger(FPE) e pectina metilesterase do tomate
(PPE) na hidrdlise da pectina de mac¢éa da varieBadenka Pyrus malus D). Conduziram a
reagcdo por acao individual e combinada das enzk¥Rr&3, FPE e PPE, verificaram que 0s

valores de pH 6timos foram de 4,5, 3,5 e 6,5 e ¢&zatpra 6tima de 40, 45 e na faixa de 40-
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45 °C, respectivamente. Observaram que a enzima dpPEsentou maior eficiéncia na
hidrolise da pectina quando comparada com a PPE.

Fraeye et al. (2007) extrairam e purificaram a ipacide morango, que foi
caracterizada e comparada com a massa molar, grasterificacdo e composicado de acucar
com a pectina de maca. Ambas as pectinas foraatasicom PME daspergillus aculeatus
para determinar a velocidade de desesterificacdoreasdes de 0,1 até 500 MPa e
temperaturas de 20 - 60 °C. Observaram que a atfiwidtima da PME d&. aculeatudoi a

pressdes de 200 - 300 MPa, na temperatura de 46:55

2.2.3 Aplicacdes das Pectinases

As pectinases podem ser utilizadas nas industeasidos, vinhos, na recuperacao de
Oleos essenciais, extracao de 6leos vegetais, israrabs funcionais, no melhoramento para
extracdo de amido de mandioca, fermentacdo deecaf&, na industria téxtil, industria de
papel e celulose e em industria de racdes anitd&@blQJO e PASTORE, 2007).

Segundo Colagrande, Silva e Fumi (1994), nos UHird® anos houve um notavel
desenvolvimento na tecnologia de fabricacdo deognb que contribui para a melhoria de
sua qualidade. A adicéo de pectinases na primas@de producdo de vinho, na maceracéo,
aumenta a liberacdo de antocianinas, extracdoafeaardiminui o tempo de maceragao e
aumenta o volume de suco, melhorando o rendiméata.adicdo apds a fermentacédo resulta
num aumento do fluxo de suco na filtragdo, auxibaclarificacdo e confere estabilidade ao
vinho.

Na industria de Oleos, as enzimas promovem a daggiad da parede celular
permitindo a extragdo do Oleo, tradicionalmentdizado com hexano, em meio aquoso.

Quando séo utilizadas no processo de maceracaoip@mcdo de Oleo de oliva extravirgem,
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proporcionam um aumento na quantidade de agentiesxéhantes e de vitamina E. Também
reduzem a inducéo ao ran¢o, aumentam o rendimengatcacdo, melhoram o fracionamento
na centrifugacédo e reduzem o teor de umidade ro (BlASHYAP et al., 2001; UENOJO,
PASTORE, 2007).

As enzimas pectinoliticas melhoram a extracdo delarde mandioca devido a
diminuicado do conteudo de fibras. As fibras mant&ngranulos de amido proximos e presos
em uma rede fibrosa; mas com o rompimento acabgunew e liberando o amido. Na
industria de café e cha, as enzimas sdo adiciondtasacelerar a fermentacdo e favorecer a
remocado da camada de mucilagem do grdo. Em ragbemia aumentam a absorcdo e
liberacdo de nutrientes que estdo blogueados fiblas (JAYANI, SAXENA, GUPTA,
2005).

Na industria de sucos e bebidas de frutas, as tedsicas como consisténcia,
turbidez e aparéncia se devem as substancias ggctiontudo dificultam o processo de
filtracdo e concentragdo. A adicdo de enzimas mpadicas promove a degradacdo dessas
substancias e consequentemente reduz a viscosiagaaenta o rendimento nas etapas de
processamento, diminui o tempo de filtracdo em588% e o produto final apresenta uma

aparéncia cristalina (UENOJO, PASTORE, 2007).

2.3 PECTINA METILESTERASE

A pectina metilesterase, E.C. 3.1.1.11, hidrolisagoupos metil éster, formando
grupos carboxilicos na cadeia da pectina, prodozingtanol e D (BENEN, VAN
ALEBEEK, VORAGEM, 2003; JAYANI, SAXENA, GUPTA, 2005A Figura 4 representa
o local onde ocorre a acdo da PME no substratbeeatdo de acido pode ser monitorada por

medidas de titulometria e espectroscopia Uv-Vis.aJéiberacdo de metanol pode ser
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determinada por HPLC ou por reacdo de oxidacdo, egentes oxidantes como o

permanganato de potassio ou com a enzima alcotdhsai A reacdo de oxidacdo do metanol
produz formaldeido, metanal, que pode ser detectpndo com acetil acetona que forma o
composto 3,5-diacetil-1,4-dihidro-2,6-dimetilpin@i. Este absorve em 412 nm e pode ser

monitorado por Uv-Vis.

/ PME

COOCH 4 COOH

OH OH
o} o)
OH OH
OH o OH ()
o o
OH
COOCH 5 OH COOH
PME

Figura 4 — Local indicado onde a PME atua nas &ubkgts pécticas.
Fonte: JAYANI, SAXENA, GUPTA, 2005.

2.4 METODOS PARA DETERMINAR A ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE

2.4.1 Potenciometria

A potenciometria € uma andlise baseada em medidagas, que ocorre devido a
diferenca de potencial elétrico (E) de uma reagéoetetrodo. O potencial (E) pode ser
medido pela combinacdo de dois eletrodos, sendaleirmedida e outro de referéncia. A
medida de pH é feita por diferenca do potencialidteda solucéo e do potencial do eletrodo
de referéncia, cujo valor € conhecido. Esse sistérsansivel aos ions'H em solugdes
diluidas (10 mol.L") a atividade i6nica medida é equivalente a comagéo de

hidrogenionica [H] (SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002).
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A pectina metilesterase atua no substrato, pedtatalisando a hidrolise da ligacéo
C-O nos grupos metil éster, formando metanol e edamdo pectina em pectato. Na
formacdo do pectato ocorre um decréscimo do pHgando a liberacdo de ‘HPara a
hidrolise de cada mmol de grupo éster ocorre adif@® de um mmol de'HAssim, a reacgéo
pode ser acompanhada por um sistema potenciomé&tecmiamente calibrado, segundo

Martell e Motekaitis (1992).

2.4.2 Espectrometria de Absorcdo Molecular no Mitlata-Visivel

A espectroscopia na regido do Uv-Vis mede a absongdecular de um composto. O
valor de energia absorvida é quantizado e condpasaagem dos elétrons de orbitais do
estado fundamental para orbitais de maior energiam estado excitado. O resultado € um
grafico de comprimentos de onda em funcdo da imtads de absorcdo. Compostos que
apresentam elétrormg o e ndo ligante, n, sdo capazes de absorver radégfiomagnética
porque possuem elétrons que podem ser excitadoeis de energia mais altos (SKOOG,

HOLLER, NIEMAN, 2002).

2.4.2.1 Determinacéo de Acido

A reacdo da pectina metilesterase com o substratitinp pode também ser
acompanhada por espectroscopia ha regido do Uwnx&ijstesenca de um indicador adequado
ao pH da reacdo. Na reacao de hidrolise do grupib éseer da pectina ocorre a formacao de
H"; este se associa a molécula do indicador causamddecréscimo na concentracéo do

indicador deprotonado e, com isso, uma diminuigialisorbancia (ZOCCA et al., 2007).
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Existem alguns estudos (HAGERMAN E AUSTIN, 1986;@WNSO, RODRIGUES e
CANET, 1996; CANET et al., 2005) em que o indicadditizado para determinacdo da
atividade da PME, extraida de frutas ou vegetasy) @H oOtimo de 7,5, foi o azul de
bromotimol. A reacdo foi monitorada no comprimed® onda de 620 nm a temperatura
constante, e a velocidade da reacéo foi estimadé-fesss At?), a partir da tangente da
parte linear da curva. O ensaio foi calibrado caomawcurva padrdo do acido galacturénico.
Segundo Hagerman e Austin (1986), a sensitividadenétodo foi de 0,02Qmol de acido
produzido por min, e a precisao de 12% relativalegvio padrdo. Ja segundo Valarifio et al.
(1993); Ceci e Lozano (1998), a atividade da PMEdeposer determinada
espectroscopicamente com o indicador verde de lm@wal a pH 5,1 ou 4,5. O decréscimo

da absorbéancia foi acompanhado em 617 nm.

2.4.2.2 Determinacao de Metanol

O metanol € um produto téxico para o ser humama@cem componente indesejavel
na producdo de bebidas alcodlicas e sucos em g@undo sucos ou bebidas sao
indevidamente armazenados, pode ocorrer a form@g&uetanol. Assim, faz-se necessaria
uma redestilacao para a eliminacdo desse metaootu@b, esse processo provoca mudancgas
nas caracteristicas aromaticas e no sabor, vigtoadgm do metanol, substancias volateis sao
eliminadas. O metanol produzido na reacdo de hsdgradla pectina pela acdo da PME
habitualmente é determinado por métodos como camrefta liquida de alta eficiéncia,
HPLC, cromatografia gasosa, CG e espectroscopian€edos de HPLC e CG requerem
colunas e detectores especificos, as andlisesniesaalispendiosas.

Wood e Siddiqui (1971) utilizaram a espectroscqaea determinagdo de metanol;

essa metodologia foi sensivel na faixa de 2t@0A reacdo consistiu na oxidagdo do metanol
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com permanganato de potassio e produziu formald€ddMnO, em excesso na reagao se
tornou um interferente, foi reduzido com arsenito sbdio. Na sequiéncia, o formaldeido
reagiu com 2,4-pentanodiona, dissolvida em soluighacetato de amonio e acido acético, e
produziu 3,5-diacetil-1,4-dihidro-2,6-dimetilpirith, que absorveu em 412 nm. Segundo 0s
pesquisadores, esse procedimento pode ser utilizado monitorar a atividade da PME e
determinar o conteudo de grupos metil éster nainzecOs autores compararam o valor
determinado com os dados de uma curva padrdo, rgm@sta partir de quantidades
conhecidas de metanol na reacéo.

Klavons e Bennett (1986) mostraram que o metande mer detectado através da
oxidacdo do produto pela acdo da alcool oxidaselyzindo formaldeido, metanal. Na
sequéncia, o aldeido reagiu com a 2,4-pentanodénaolucdo tampao acetato de aménio e
acido acético. O produto foi detectado espectrasaogente em 412 nm. Segundo 0s autores,
a sensitividade do ensaio foi de 1-29.mL* de metanol. O método é répido, seletivo e
versétil.

Mangos e Haas (1997) testaram o método espectioscppra determinacdo da
atividade na reagdao da PME com a pectina. O metdreshdo na reacao foi oxidado com
alcool oxidase, formando formaldeido e peroxidohiakogénio. Este foi quantificado com
peroxidase e o cromoforo acido 2,2-azino-bis(detiktiazoline-6-sulfonico). Ambas as
reacfes apresentaram o mesmo pH 6timo, o metanquémtificado diretamente no tempo
real de acdo da PME. Segundo os autores, o métodofi@vel e sensivel, capaz de detectar
um minimo de atividade da PME 0,0625 U (1 U gM de metanol liberado por minuto).

Revilla e Gonzéalez-SanJosé (1998) determinaramntegdo de metanol produzido
durante a etapa de fermentacdo de uvas vermeMidis (iniferd, em presenca de
preparacdes industriais de enzimas pectinolitipasa producdo de vinho. A partir dos

estudos verificaram que existe uma relacdo entiigeeacdo de metanol e a degradacéao da
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pectina. Observaram que o tratamento enzimaticeataro conteido de metanol em um dia
de fermentacéo, quando comparado com amostrasrEdas em auséncia de enzima.

Um estudo de Anthon e Barrett (2004) comparou tedgentes colorimétricos na
determinacdo de metanol com alcool oxidase e wetifa aplicacdo do ensaio para reacoes de
desmetoxilacdo da pectina com a PME. A alcool mddaxidou o metanol a formaldeido e
este foi detectado pela reacdo com os reagentdagid (acetil acetona), Purpald (4-amino-
3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) e N-metilbeti@zolinona-2-hidrazona, MBTH. Os
autores observaram que a combinacdo da éalcool ssxidam o reagente de Nasch foi
especifica para metanol versus etanol, mas temisabaxa sensitividade entre os reagentes
testados. A reacdo com Purpald aumenta a senadeidm trés vezes e ainda assim mantém
uma alta seletividade, 59 vezes mais para metamslis etanol. Com a utilizacdo de MBTH a
sensitividade aumentou ainda mais, mas diminualetigidade em relacdo ao metanol.

Zocca et al. (2007) monitoraram a atividade da P&tk polpa de uva durante o
armazenamento, a fim de identificar a liberagdonudanol. A atividade enzimatica foi
detectada durante um periodo de tempo de armazetmpelos métodos espectroscopico e
electroforético. Os resultados mostraram que &atie da PME pode ser detectada em polpa
de uva e que esta evoluiu durante a estocagemn@bm®m também que as leveduras nao
contribuiram para a producdo de PME ou para a lisdr@a pectina com liberagdo de
metanol.

Dinu et al. (2007) purificaram e caracterizaram coinenzimas pectinoliticas
produzidas a partir déspergellus nigeMIUG16. A atividade da PME foi determinada
monitorando a liberagdo de metanol em solucao tarapétato a pH 4,2 e foi expressagm
de metanol liberado por min e por mL de solucadnefizca. A temperatura otima foi de
40 °C e o pH o6timo 4,2 - 4,4, e a atividade esmeci)/mg em presenca de pectina 90%

metilada foi de 626,1 u/mg a pH 4,2 a 40 °C.
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2.5 METODOS DE INATIVACAO DA PME

Fayyaz et al. (1995a) determinaram os parametngtiods da PME purificada a partir
de papaia e verificaram que a atividade da enziepertle da concentracdo de NaCl, pH e
temperatura. Os resultados mostraram que a atwidticha foi de 0,25 M de NacCl, o pH
6timo foi de 8,0 e a temperatura 6tima de°65 Observaram também que a atividade da
enzima foi inibida quando o acido poligalacturénfobadicionado na reacdo. Outro estudo
de Fayyaz et al. (1995b) mostrou que a PME isotledpapaia perdeu menos que cinco por
cento de sua atividade, quando armazenada sobcéesdipropriadas durante um ano’g 4
Os autores concluiram que a enzima foi mais estaveblor em pH 7,4 que em pH 4; apés
aquecimento a 60 °C por 5 minutos, a atividadeMB& Pi de 65,6 e 82% em pH 4,0 e 7,5,
respectivamente. Observaram que a completa inatvagorreu na temperatura de 70 e 75 °C
por 5 minutos em pH 4,0 e 7,5, respectivamente.

Alonso, Rodrigues e Canet (1996) isolaram e pamém quatro isoformas diferentes
de PME da cereja doc®runus avium ). Observaram que essas enzimas possuiam pontos
isoelétricos distintos e que o pH 6timo e estanila térmica diferiam entre si. Também
observaram que cations como célcio e sédio ativaasadiferentes isoformas e que o a@do
galacturdnico inibia essas isoformas de PME.

Alta pressdo pode destruir bactérias e inativainggz que afetam a qualidade dos
alimentos. A magnitude da pressdo necessaria patigar as enzimas depende da natureza e
da fonte da enzima. O efeito da alta pressdo nasnas afeta as pontes de hidrogénio e
rompe a configuracdo tridimensional da moléculapd#eina. Por variacdo de pressédo e
tempo, Riahi e Ramaswamy (2003) avaliaram a ciaéte inativacdo da PME em sucos de
maca tratados com enzimas exdégenas. O estudo nnggteca pressdo pelo tempo possui um

efeito significativo na inativacdo da PME e os pesadores verificaram que a PME de
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laranja foi mais sensivel quando comparada comes$ombicrobianas. Observaram uma
reducao significativa da atividade da PME no sugango tratado a 400 MPa por 25 min,
chegando a niveis de inativacdo desejados paraga PM

Segundo Lacroix, Fliss e Makhlouf (2005), o efait alta pressdo em auséncia de
aquecimento reduz em 20% a atividade da PME. Osremutobservaram também que a
combinacdo da alta pressdo com aquecimento de pOr°@ min reduz consideravelmente a
atividade da PME. Verificaram que o aumento dabdgtade na opalescéncia do suco
durante a estocagem deve-se ao efeito sinérgice ertatamento a alta presséo, baixo pH e
temperatura branda. Castro et al. (2006) estudarafeito da combinacdo da pressdo com
temperatura na atividade da PME extraida e puddicdaCapsicum annuumObservaram
que a atividade maxima da PME em pH 5,5 foi a piese 200 MPa e a 55 °C.

Bayindirh et al. (2006) estudaram a inativacdo derarganismos patogénicos e de
enzimas, por alta pressao e temperatura brandayeos de maca, laranja, damasco e cereja.
Observaram que a atividade residual da PME no dedaranja, apds tratamento a 450 MPa e
a 50 °C por 30 min foi de 7%. Ja a atividade redida mesma presséao, a 40 °C durante 60
min, foi de 12%. Verificaram que a inativacdo erdica € um processo irreversivel, pois a
enzima ndo pode ser reativada. Segundo o0s autor@spcessamento com alta pressao
constitui uma tecnologia efetiva para inativar exas em sucos de frutas. Altas pressdes
podem ser combinadas com temperaturas brandas,resegae 50 °C, para acelerar o
processo de inativagao.

O tratamento térmico nado inativa completamente aEPdlesente em sucos de
laranjas, e isso se deve a uma das isoformas tprené-resistente, entre as doze isoformas
encontradas. A isoforma termo-resistente, PME, @ra\a clarificacdo espontanea do suco e a
liberacdo de metanol. Collet et al. (2005) estudavacomportamento de inativacdo da PME

no suco fresco de laranja pé@itfus Sinensis (L) OsbeckConstataram que o tratamento por
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20 segundos a 87,5 °C foi suficiente para umaia#tavacdo enzimatica. Sentadreu et al.
(2005) avaliaram a atividade residual da PME ehmisapos tratamento térmico do suco de
laranja, mandarine e hibridos. Observaram que odweyam alteracfes no sabor do suco nas
amostras tratadas em temperaturas de 70 a 90 °@ps#gundos; ja a 95 °C notaram uma
reducdo do sabor natural. A atividade residual bl Poi de 20% nas amostras tratadas a
70° C por 20 segundos, e quando a temperaturdeferda para 80 °C por 10 segundos, a
atividade residual diminuiu para 15%. A reducécstica na atividade da PME ocorreu a 85
°C por 10 segundos, quando o valor de atividade matia 3%. Os resultados sensoriais e a
atividade residual revelaram que o tratamento @@%or 10 segundos foi considerado
adequado, visto que néo alterou o sabor do sueduziu sensivelmente a atividade residual.

Segundo Tribess e Tadini (2006), o suco de laramjasenta isoformas de PME com
diferentes atividades e resisténcia térmica, esiasmais estaveis ao calor que bactérias e
leveduras. No tratamento térmico de sucos, a camphativacdo depende de parametros
como tempo/temperatura. Os autores constataranm@wtamento por 20 segundos a pH
3,6 e 3,7 nas temperaturas de 85,0 e 8Z,%5espectivamente, a enzima sofreu uma alta e
rapida inativagdo. Verificaram também que o sucoteve suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais.

Para o suco de laranja faz-se necessario o tratart@mico a fim de destruir cepas
de microrganismos e inativar enzimas, porém essEps0 provoca mudancas de cor, sabor e
valor nutricional em sucos. Segundo Martinez, Fyrte Belloso (2006), a aplicacdo de
pulsos elétricos é uma tecnologia que podera suipsti tratamento térmico. Os autores
estudaram o efeito na qualidade de sucos de lateigdos com pulsos elétricos de alta
intensidade, HIPEF. Determinaram a vida-de-prateledo suco através de analises
microbioldgicas, enzimatica, e propriedades quimigdisicas. O procedimento com HIPEF

assegurou estabilidade ao suco durante 56 diagefoberacédo a 4 °C e a vitamina C
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permaneceu estavel no suco durante o tempo de emaraento. O processo de inativacéo
por pulsos elétricos alcancou 81,6%, enquanto qtratamento térmico atingiu 100% de
inativacdo da PME. O suco tratado por HIPEF presem cor e ndo provocou mudancas
significativas no valor de pH, acidez e °Brix, eomparacdo com o pasteurizado. Zhang et
al. (2006) observaram o efeito da aplicacdo deopuidétricos na estabilidade das enzimas
peroxidase e PME. Os resultados mostraram que Issspelétricos inativaram ambas as
enzimas, e que o efeito de inativacdo aumentouacanmento da forca elétrica aplicada e o
namero de pulsos. O estudo de fluorescéncia desaathanzimas mostrou que a intensidade
também alterou apods tratamento com pulsos elétrieossso indicou mudancas na
conformacao da estrutura molecular das enzimas.

Leite et al. (2006) extrairam e purificaram parohte a PME da goiab&gidium
guajaval.). O gel isolado mostrou isoenzimas PME com difées valores de massa molar.
Analisaram duas amostras de isoformas, o pH étimmendima para cada amostra foi de 8,5 e
a temperatura 6tima ficou na faixa de 75 &850bservaram também que essas isoformas da
PME foram termoestaveis nas temperaturas de 502&&C. A alta estabilidade térmica e a
significante atividade da PME mostraram que ocomeéo catalitica continua durante o
armazenamento da polpa. Tal fato explicou porguedastria alimenticia adiciona mais
pectina na obtencdo do doce de goiaba: isso seaddiveinuicdo do grau de esterificacao.

Vivar-Vera et al. (2007) avaliaram a estabilidaélenica e o comportamento cinético
da PME extraida d€rataegus pubescen®eterminaram 0s parametros cinéticos, (&
Vmay, Utilizaram pectina comercial de citros @rataegus pubescensomo substrato,
investigaram a influéncia dos parametros concefitrade NaCl, pH e temperatura na
atividade da enzima. A PME apresentou grande afit@dpela pectina d€rataegus
pubescengomparada com a pectina de citros, a atividadeémaada enzima foi verificada

nas condicdes de 0,4 molLNaCl, pH 7,5 e 55 °C. Observaram também que apds o
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tratamento térmico a 60 °C por 25 min, a enzimaaiapresentou 50% de atividade. A
completa inativacdo ocorreu a 80 °C por 10 min.

Sampedro, Rodrigo e Hendrickese (2008) determinaarinética de inativacdo da
PME por tratamento em condicbes combinadas depedssdo e temperatura em bebida de
suco de laranja com leite. Observaram que paraaamgpleta inativacdo foi necessario um
tratamento a 90 °C, por um minuto ou a 700 MPa &5por dois minutos. Wilinska et al.
(2008) estudaram a estabilidade e a cinética diévagdo da PME deé\spergillus niger
exdégena em suco de frutas, maca e blueberriesptaovalo de temperatura de 52-66 °C.
Observaram que a atividade da enzima diminuiu coaurento da temperatura e que a
composicao do suco causou uma consideravel dif@macusceptibilidade enzimatica para o
tratamento térmico. Verificaram que a inativacaoPlME exdgena segue uma cinética de
primeira ordem, com aproximadamente o mesmo va@nergia de ativacdo de 300 kJ.Mol
para cada suco estudado.

Plaza et al. (2008) estudaram a influéncia do irt;af ionica e presenca de sais e
polidis na estabilidade térmica da PMEAspergillus aculeatusecombinantes. Observaram
que a PME foi termoestavel a 50 °C em presencaaie ® pH 5,0. A adicdo de NacCl
aumentou a estabilidade térmica em pH 5,0 e 7,§uano que a adicdo de CaCido
influenciou na estabilidade térmica da enzima. @iasmm também, que os polidis
apresentaram maior efeito protetor para a enzineaoguagucares e também que o pH e a
forca ibnica foram paradmetros importantes na délable enzimatica. Esse estudo mostrou a
importancia das condicfes do meio na estabilidadeita de PME dAspergillus aculeatus
recombinantes. Segundo os autores, tais conhe@mes#io essenciais para otimizar a

utilizagdo de enzimas exdgenas no processameni@etéde frutas e vegetais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as condi¢cfes Otimas da pectina metilesteem amostras de pectinases
industriais, propondo um procedimento potencioro@tpara determinacdo da atividade da
pectina metilesterase e comparando os dados catides por potenciometria tradicional e

Uv-Vis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar as condicbes 6timas de pH e temperaturamostras de

enzimas pectinoliticas industriais por titulomet@avencional.

Quantificar a atividade residual PME através dampabmetria pelos
procedimentos da variacdo de volume de base peidpotee pelo procedimento
proposto da variacdo de pH pelo tempo.

. Determinar a atividade das enzimas pectinoliticagustriais por
espectroscopia Ultravioleta-Visivel através dosicadiores azul de bromofenol e
verde de bromocresol.

. Monitorar a formagdo de metanol pela acéo da aloxidiase e detectar
o produto com os reagentes acetil acetona e Purpald

. Avaliar a eficiéncia do método proposto na detearéo da atividade
residual da PME exdgena no suco de manga natucalngarar com o método

tradicional.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Substrato

Pectina de macé de alto grau de metoxilagéo dashteith & Fox, 5 mg.mt.

4.1.2 Eletrolito Suporte
O cloreto de sédio da Merck com 99,99% de purezautibzado com eletrélito

suporte para manter a forca iénica em 0,100 rifaids sistemas reacionais.

4.1.3 Solvente
Agua destilada e deionizada foi utilizada como esole para todas as atividades

experimentais.

4.1.4 Preparacdes Enzimaticas Industriais

Pectinex 100L Plus, Panzym Univers e Panzym Cldaram cedidas pela
Novozymes. Estas preparagbes enzimaticas consistamuma mistura de enzimas
pectinoliticas, com predominéncia de poligalactasen e pectinaliase, produzidas por
fermentacao submersa Aspergillussp. Todas as amostras encontravam-se dentro do praz

de validade.

4.1.5 Titulante
A solucéo de hidroxido de sodio, NaOH, foi preparadr diluicdo de uma ampola
Dilut-it (Merck) com agua deionizada e padronizaden biftalato acido de potassio (Reagen)

tendo como indicador a fenolftaleina.
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4.1.6 Indicadores

Os indicadores utilizados para detectar a produghéf durante a reagdo foram o
azul de bromofenol (Reagen) e o verde de bromdc(Bsagen), que apresentam 0s pontos
de viragem de cor pH 3,0 a 4,6 e 3,8 a 5,4 resf@aungénte. Os indicadores foram preparados

em solucéo alcodlica 0,01% para o azul de brombfe0dl % para o verde de bromo cresol.

4.1.7 AcidoD - galacturénico
Uma solucao de acido - galacturdnico (Sigma) com 98% de pureza - fepprada
na concentracdo de 2,005Lnol.L™". Este reagente foi utilizado para obtencdo daacurv

padrdo com os indicadores azul de bromofenol eevéedoromocresol.

4.1.8 Solucbes Tampao

As solucdes tampéo foram preparadas para quantificeetanol liberado na reacédo da
PME com a pectina. A solucao tampéo pH igual a ibilpreparada com hidrogenofosfato de
sédio e dihidrogenofosfato de sédio 0,1 mdl(Merck). Uma solucdo tamp&o pH igual a
4,35 foi preparada com acetato de amonio e acidticac0,1 mol . ! (Merck). Ambas as

solugdes foram armazenadas sob refrigeracao.

4.1.9 Alcool Oxidase
Esta enzima foi utilizada para converter metanolfermaldeido, obtida da Sigma,
produzida poiPichia pastorisdiluida em &gua deionizada para concentracéo dé0,T e

armazenada sob refrigeragao.
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4.1.10 Metanol
Foi utilizado metanol da Reagen com 99,8% de pupaza obter as curvas padréo;

com os reagentes Purpald e acetil acetona, asidaded utilizadas foram 0-10QdL.

4.1.11 Purpald
O reagente 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2gktil, Purpald, foi adquirido da
Sigma, utilizado para quantificar 0 metanol. Uméus#io 5 mg.m* de Purpald em 0,5

mol.L™* de NaOH foi preparada e utilizada logo em seguida.

4.1.12 Acetil Acetona
Uma solucdo de acetil acetona, Reagen, 0,02 thdbL preparada com acetato de

amoénio 2,0 mol.I* (Merck) e &cido acético 0,05 mof'le armazenada sob refrigeracao.

4.2 METODOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA PME

4.2.1 Potenciometria

4.2.1.1 Atividade da PME por Variacao de VolumeéNa©H

A atividade da pectina metilesterase foi determanpolr titulometria, a qual consiste
em quantificar os grupos carboxilicos livres que feimados pela acdo da enzima. O sistema
experimental constituiu de uma cela de vidro deegmrdupla acoplada a um banho
termoestatizado (Microquimica, MQBTC 99-20) comcgs@o de * 0,1 °C, e de um pHmetro
Micronal, modelo B474 equipado com um eletrodo doando (Ingold), diariamente
calibrado com solu¢des tampéo pH 4,0 e 7,0 (Mef@k)experimentos foram realizados com
adicdo controlada de hidréxido de sédio isento @, ©,01 mol.L*, com uma microbureta
digital (Denver Instrument —Titrator 280), precigi®0,01 mL. A reacédo consistiu de 0,150 g

de pectina de macd, 5,00 mg.hi(Herbstreith & Fox, de alto grau de metoxilacao),
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0,100 mol.L* de cloreto de sédio e o volume completado paranBGom agua ultra-pura.
Apoés solubilizacdo dos componentes adicionava-§5 OnL de enzima pectinolitica
comercial. A temperatura e o pH foram mantidos t@ones e o tempo da reacdo foi
devidamente controlado em relacdo ao consumo @epaasa manter o pH constante. Segundo
Fachin (2002), a atividade da pectina metilestegaggoporcional a velocidade inicial de
consumo de NaOH pelo temp®Maon/ Atiempg € pode ser expressa em unidades, U, sendo
gue uma unidade de enzima corresponde auoml de acido carboxilico produzido por
minuto. Neste trabalho a unidade utilizada paraesgar a atividade da PME foi mmol de
acido carboxilico produzido por segundo.

Foi verificada a influéncia do pH e da temperatoe atividade das pectinases
industriais Pectinex 100L Puls, Panzym Univers @zpa Clears. O efeito do pH na
atividade da enzima foi determinado nos valores3@e 3,5; 4,0; 4,25; 4,5; 5,0 e 5,5,
mantendo-se constante a temperatura da reac&0,U5C. O efeito da temperatura na reacéo
de desmetoxilacao foi verificado, nos valores de 25 - 45 - 55 - 65 - 75 °C, mantendo-se o
pH constante, 4,0. Todos os ensaios foram reakzaglm duplicata. Para todos os
experimentos a atividade obtida das médias foesgmtada na forma de gréfico.

Os experimentos para determinar a atividade relstduBME nas amostras industriais
da Pectinex 100L Plus, Panzym Univers e Panzynr€feeam conduzidos nas temperaturas
de 45; 50; 55; 60; 65; 70 e 75 °C por 10, 20 e 80de exposicao a cada temperatura. As
amostras foram acondicionadas em frascos de pefietdevidamente vedados e submetidas
ao tratamento térmico, em seguida adicionava-sgL5@e enzima na cela de reacdo. Esta
consistia de 5 mg.mt.de pectina, 0,100 moride NaCl para um volume total de 30 mL; a

reacao foi conduzida na temperatura de 45 °C e igydd a 4,00.
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4.2.1.2 Atividade da PME por Variacao de pH

A atividade da PME de trés amostras industriais péetinases também foi
determinada acompanhando-se a variacdo do pH grajeot ApH/ Atiempg, ViSto que a acao
da PME sobre o substrato pectina produz iofiseHmetanol. Os ions "Hpodem ser
quantificados diretamente com um sistema conterldrodo combinado, previamente
calibrado, acoplado a um pHmetro. Utilizou-se tesm e condi¢cdes descritas acima, no item
4.2.1.1.

Através da variagdo do pH foi determinada a atoedaas pectinases industriais
Pectinex 100L Plus, Panzym Univers e Panzym Cleareemperatura de 25 °C e pH igual
4,5. Foi também determinada a atividade residustermperaturas de 45, 50, 55, 60, 65, 70 e
75 °C durante 10, 20 e 30 min de exposi¢cdo da Pd#Eamostras da Pectinex 100L Plus e

Panzym Clears.

4.2.2 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel

De acordo com Zocca et al. (2007), a atividade eletipa metilesterase pode ser
determinada por espectroscopia na regiao do UvRé&gr tanto necessita-se de um indicador
adequado, que possua o ponto de viragem de caodgoacom o pH da reacdo em estudo. O
sistema reacional foi como descrito no item 4.2.t.pH foi ajustado em 4,5 com NaOH
1,00 mol.L*, adicionou-se 150 pL do indicador azul de bromaoffea temperatura mantida
foi constante a 25 °C. Aliquotas de 3 mL da solug@eional foram transferidas para uma
cubeta de quartzo, com caminho otico de 1 cm. Admi-se entdo 5 puL de pectinase
comercial, homogeneizando a solucdo. A cinética rdacdo foi acompanhada no

comprimento de onda de 592 nm a cada 30 s dur&ntaii3 com um espectrofotbmetro
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MultiSpec-1501 da Shimadzu. O mesmo procedimenteédizado com o indicador verde de
bromocresol, a reacéo foi monitorada em 617 nmo3a$ experimentos foram conduzidos
em duplicata.

Para determinacdo da atividade da PME foram cddaswduas curvas padrdo com o
acidoD-galacturdnico em ambos os indicadores. A partinmie solugéo 2,00 x Fomol.L™*
de &cido fizeram-se as diluicées, em baldes volicoét que variaram de 0,30 - 1,30 x*10
mol.L'™": adicionou-se 25 pL do indicador em estudo e cetoptse o volume para 5,00 mL.
Em seguida fizeram-se as leituras da absorbanciimaanos comprimentos de onda
referentes a cada indicador. O grafico da curvajuoade acidm-galacturénico foi construido
a partir da concentracéo de acido em funcéo dalzdosca.

Para determinar a atividade da PME utilizeu-a curva padrdao de acido
D-galacturénico, a qual informou a concentracdo aexd¢ acido. Assim, a partir da
concentracdo desse acido pelo tempo, determin@u-avidade da PME. Através de tal
método foi determinada a atividade da PME de tnésséras industriais: Pectinex 100L Plus,

Panzym Univers e Panzym Clears em pH 4,5 e 25 °C.

4.2.3 Determinagdo do Metanol com Alcool Oxidase

A atividade da PME pode ser determinada monitoraadidberacdo de metanol
produzido na hidrolise da pectina pela acdo danemzNesse método o metanol é oxidado a
formaldeido, pela acédo da alcool oxidase; esteereag Purpald ou acetil acetona resultando
em compostos que absorvem na regido do visivelurBeglacobsen e Dickinson (1974), o
produto da reacdo do Purpald com o formaldeidongeapto-s-triazol-(4,3-b)-s-tetrazina

com absorbancia maxima em 550 nm; ja o produtoedgdo da acetil acetona com o
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formaldeido é o 3,5-diacetil-1,4-dihidro-2,6-dinhgtidina que absorve em 412 nm (NASH,

1953).

4.2.3.1 Purpald

O sistema reacional para quantificar o metanobfoiesmo relatado no item 4.2.1.1,
utilizando-se a temperatura constante de 25 °C 4,pHApOs a adicdo de 3 de PME no
sistema reacional, o pH foi mantido constante cax®M 0,0488 mol.[*. A cada 2 min de
reacdo retirava-se uma aliquota de 1,0 mL de swoldgdpectina desmetoxilada, que em
seguida era acondicionada em um banho de gelacpssar a reacdo da PME sob o subtrato.
A reacao foi acompanhada durante 20 min.

Uma aliquota 20QuL da solucdo de pectina desmetoxilada, para detagao de
metanol, foi adicionada em um tubo de ensaio cofnul8de solucdo tampéo de fostato pH
7,15. Adicionou-se 2QL de &lcool oxidase diluidd,1 UpL™ e 600uL de 4gua deionizada, o
tubo de ensaio foi vedado e a solucéo foi vigoresaenagitada e colocada em um banho a
30 °C por 15 min. Ao final desse periodo adicioseut00uL de solucdo de Purpald, agitou-
se vigorosamente para oxigena¢ao da amostra eocesgcnovamente no banho a 30 °C por
30 min. Em seguida adicionou-se §00de agua ultra-pura para completar um volume de 2,
mL e entdo fez-se a leitura em 550 nm com o es@getimetro previamente calibrado.

Construiu-se uma curva padrdao com metanol subslituse a solucdo de pectina
desmetoxilada por volumes conhecidos de metandQ0Q:L. A partir da curva padrdo do
metanol calculou-se a concentracdo deste produmdeacdo da pectina com a PME. Foi
obtido um grafico da concentracdo de metanol entdfoindo tempo, para determinar a

atividade da PME.
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4.2.3.2 Acetil Acetona

O sistema reacional para quantificar o metanobfoiesmo relatado no item 4.2.1.1 e
as condicdes para a reacao da pectina com a P #@s mesmas que as utilizadas no item
4.2.3.1.

Para determinacdo do metanol na amostra de pecdésmnetoxilada foram
adicionados em um tubo de ensaio 1&0de solucdo tampéo acetato pH 4,5, 200de
solucdo de pectina desmotoxilada, 20 de alcool oxidase diluida e 6Q0. de agua
deionizada, agitando-se vigorosamente a solucadol/ee o tubo de ensaio e colocou-se o
mesmo em um banho a 30 °C por 10 min, em seguideom@ou-se 40QuL de solucédo de
acetil acetona, agitou-se e colocou-se em um ban&0 °C por 15 min. Completou-se o
volume para 2 mL com &gua ultra-pura e realizousseleitura em 412 nm no
espectrofotdmetro previamente calibrado.

Uma curva padréo foi construida, substituindo-selacdo de pectina desmetoxilada
por volumes conhecidos de metanol, O-tQ0A partir da curva padréo e das absorbancias da
reacdo da pectina desmetoxilada calculou-se a wotvacdo de metanol produzido a cada
intervalo de tempo. A atividade da PME foi obtidpaatir de um gréfico da concentracéo do

metanol em funcdo do tempo.

4.2.4 Determinacgdo da Atividade Residual da PMEgEréa no Suco de Manga

As mangas do cultivafommy atkins foram adquiridas em mercados locaisidiade
de Ponta Grossa, PR, Brasil. As frutas utilizadasgreparacdo do suco, Figura 5, foram
selecionadas pela coloracgéo e firmeza. O tamaxcha éntre 9,5 - 11,7cm de comprimento e

8,6 - 10,3 cm de largura, e os pesos variaram de 8249.
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Figura 5 — Mangas do cultivdiommy atkins utilizadas na preparacéo do suco

O suco foi obtido com extrator da Britania Turbacéu Primer e em seguida passou
por uma centrifugacao, para separacao de solidgmessos, com uma centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5810R, a 4 °C e 3.220 g por 15 minuokigura 6 a e b mostra o suco de manga
antes e apo6s a centrifugacdo. Observa-se que oastes da centrifugacao possuiu grande
guantidade de sdlidos suspensos, que se depositacarfundo do frasco durante a
centrifugacédo. Em seguida os sélidos foram remayvidcsuco foi acondicionado em frascos

de 30 mL e armazenado em freezer a -22 °C.
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a)( (b)

Figura 6 — Suco de manga, antes (a) e apoés ¢entafugacao.

Para o tratamento térmico, o suco foi descongetadapletamente em temperatura
ambiente e pré-aquecido na temperatura equivaEmteatamento. Em um tubo de ensaio
adicionou-se 10 mL de suco pré-aquecido ephOde amostra comercial de pectinase,
Pectinex 100L Plus. O tubo de ensaio foi entdo dedasubmetido nas temperaturas de 45,
50, 55, 60, 65, 70 e 75 °C por 10, 20 e 30 min.sAg8se periodo a atividade residual da PME
foi determinada.

O sistema reacional para determinar a atividaddualsda PME exdgena no suco de
manga foi aquele utilizado para a determinacadidaade da PME no item 4.2.1.1. Apés o
tratamento térmico do suco mediu-se o valor dopgafla ajustar o pH do sistema reacional
gue continha o substrato. Esse passo foi necegsam@oobter informacdes mais precisas e
minimizar erros. Apos ajustar o pH, adicionou-s&ioo ao sistema reacional e utilizaram-se
os dois procedimentos da variagdo de volume de Na@#&lvariagéo do pH para determinar a

atividade residual da PME exdgena no suco de mangzacao foi acompanhada durante 10
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min, mas para o céalculo da atividade utilizaramssenente os primeiros minutos da

reacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETERMINACAO DO pH OTIMO, TEMPERATURA OTIMA E AIVIDADE
RESIDUAL DA PME NAS AMOSTRAS INDUSTRIAIS PANZYM UNVERS, PANZYM

CLEARS E PECTINEX 100L PLUS

A Figura 7 representa a influéncia do pH na atdelda PME, na pectinase Panzym
Univers. Observa-se que com 0 aumento do pH oconr@aumento na atividade até atingir
um maximo a pH 4,25; quando o pH decresce a ateit@mbém diminui. Assim o pH 6timo
para Panzym Univers é 4,25 e esse valor esta dadcacom o relatado por Duvetter et al.
(2005), Dinu et al. (2007) e Wilinska et al. (20@®ra amostras de pectinases industriais

obtidas a partir dAspergillus aculeatus e A. niger.

0,00012

0,0001

0,00008 -

0,00006 H

0,00004

Atividade da PME ( mmol.s )

0,00002 -

2,5 3 3,5 4 45 5 5,5 6
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Figura 7 - Influéncia do pH na atividade da PME)Ban Univers, a 45 °C.

A Figura 8 mostra a influéncia da temperatura madaide da PME, na pectinase

Panzym Univers; verifica-se que a temperatura émidia na atividade. A velocidade de



53

desesterificacdo aumenta a partir de 25 °C atéximméa 45 °C e decresce a temperaturas
superiores a 45 °C. Este valor esta de acordo cdemperatura Otima determinada por
Nikolic’e Mojovic (2007) para a PME de amostras krtinases extraidas despergillus

niger.
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Figura 8 - Influéncia da temperatura na atividaa®ME, Panzym Univers, pH 4,0.

A Figura 9 mostra a inativacdo térmica da PME, Rantnivers, em diferentes
temperaturas e tempos de exposicdo. Com o aumartEnperatura e tempo de exposicao,
observa-se que a atividade residual diminui gradatente, até ocorrer a inativacdo completa
da PME. Com o tratamento na temperatura de 45 t&npos de exposicao de 10, 20 e 30
min, a atividade da PME permaneceu em torno de @¥% o aumento da temperatura para
50 °C e nos tempos de exposicao de 10, 20 e 30olmseyva-se que houve uma diminuicao
na atividade residual, que atingiu valores de 86,298% e 62,06%, respectivamente. Com 0
tratamento a 55 °C por 10 min a atividade atingiones de 62,06%; por 20 min, de 55,17%;

e em 30 min, de 44,82%. Ja no tratamento a 602@ehuma pequena queda na atividade
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nos trés tempos estudados e a atividade residualapeceu em torno de 50%. Com a
exposicdo da PME na temperatura de 70 °C a ateidadidual caiu para 20,69% e
permaneceu constante nos trés tempos de exposiggoanto que no tratamento a 75 °C

observa-se a inativacdo completa da enzima.

100
S
s 80 —e—45°C
2 —=—50°C
= 60
S 55°C
E 60°C
S 40
o —%—70°C
3 20 —e—75°C
8
=
< 0 —0 o

0 10 20 30

Tempo de exposicdo

Figura 9 - Estabilidade térmica da pectinase, Rarldgivers, em 5 mg.nitde pectina de macé, pH igual a 4,0,
temperatura 45 °C e 0,100 mot.te NaCl.

A Figura 10 representa a influéncia do pH na atidel da PME de uma amostra
comercial de pectinase, Panzym Clears, mantenelmperatura constante de 45 °C. Observa-
se que o pH 6timo da Panzym Clears foi de 4,0,rvaino que ocorreu um méaximo da
atividade da PME. Verifica-se que o pH influencioa atividade da enzima, porque em

valores acima ou abaixo de pH 4,0 houve uma quadaividade da enzima.
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Figura 10 - Influéncia do pH na atividade da PM&h®/m Clears, a 45 °C.

A Figura 11 mostra a influéncia da temperaturatnédade da PME, Panzym Clears,
mantendo constante o pH igual a 4,0. Pode-se aosgue a temperatura 6tima foi de 45 °C e
que nesse valor a atividade da PME foi maxima.rperatura superior ou inferior de 45 °C,
a atividade da PME foi menor. Essa temperaturaad@sta de acordo com a verificada por
Nikolic’e Mojovic (2007), relativa a PME de uma astra comercial de pectinase produzida

por Aspergillus niger
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Figura 11 - Influéncia da temperatura na atividdal®®ME, Panzym Clears, a pH 4,0.

A Figura 12 mostra a estabilidade térmica de umasémm comercial de pectinases,
Panzym Clears. Com o tratamento térmico a 45 °CLPpR20 e 30 min, a atividade da PME
permanece maxima. Quando a temperatura foi elgua@s50 °C por 10 e 20 min, a atividade
residual caiu para 77,33%; e por 30 min de expos@gatividade residual foi de 71,34%. Ja
para o tratamento a 55 °C por 10, 20 e 30 minwadate residual foi de 72,48, 69,06 e
56,22%, respectivamente. A atividade residual deEPM temperatura de 60 °C atingiu
67,27% para 10 min de exposicao, 57,07% para 20dmiexposicéao e 50,79% para 30 min.
Com o aumento da temperatura para 65 °C, a atwidssidual foi de 59,92% para 10 min,
48,92% para 20 min e 41,09% para 30 min. Na tertyperale 70 °C ocorreu a maior queda
da atividade: j& nos primeiros 10 min de exposigaatividade residual ficou em 20,21%.
Também se verificou que nos tempos de 20 e 30 miralwres da atividade residual cairam
para 14,26 e 7,13%, respectivamente. A compledivatdo ocorreu na temperatura de

75 °C, ja nos primeiros 10 min de exposi¢cdo da POlEservou-se que com o0 aumento da
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temperatura, mantendo-se constante o tempo deiedpoda enzima, a atividade residual

diminui até a inativacdo completa da PME.
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Figura 12 - Estabilidade térmica da pectinase, #anZlears, em 5 mg.mide pectina de maca, pH 4,0,
temperatura 45 °C e 0,100 mot.te NaCl.

A Figura 13 mostra a influéncia do pH na atividatle PME de uma amostra
comercial de pectinase, Pectinex 100L Plus, a teshyo@ constante de 45 °C. Observa-se que
a atividade maxima da PME foi a pH igual a 4,0 e gwalores inferiores ou superiores a
esse, a atividade da PME decresce. Tal informagi@ode acordo com os dados relatados por
Duvetter et al. (2005) e Dinu et al. (2007) parasimas de pectinases industriais obtidas a

partir deAspergillus aculeate A. niger
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Figura 13 - Influéncia do pH na atividade da PME&gtihex 100L Plus, a 45 °C.

A Figura 14 mostra a influéncia da temperaturatiddade da PME de uma amostra
comercial de pectinase, Pectinex 100L Plus em pidlig 4,0. Verificou-se que a atividade
maxima da PME foi a 45 °C e que a temperaturasionés ou superiores e esse valor a
atividade da PME decresce. Essa temperatura 68taade acordo com aquela determinada

por Fraeye et al. (2007).
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Figura 14 - Influéncia da temperatura na atividdal®®ME, Pectinex 100L Plus, a pH igual 4,0.

A Figura 15 mostra a estabilidade térmica de umastma comercial de pectinase,
Pectinex 100L Plus. Verifica-se que com o aumeftdemperatura ocorre a inativacao da
PME. Observa-se que com o tratamento a 45 °C, mypote de exposicao de 10, 20 e 30 min,
a atividade da PME é méaxima, 100%. Esta €, portantemperatura Otima para acao da
enzima. Quando a temperatura para inativacdo da feMdtevada para 50 °C, as atividades
residuais permaneceram altas: 94,75% para o temf0 chin, 92,26% para 20 min e 89,77%
para 30 min de exposicédo enzimatica. Com o trateoreh5 °C a atividade residual ficou em
torno de 84% nos trés tempos de exposicdo enzemdtcpara o tratamento a 60 °C e nos
tempos de 10, 20 e 30 min de exposicédo, a atividegldual ficou entre 79,79 — 69,82%. Na
temperatura de 65 °C observa-se que a atividadtkiadégsinda é alta: 67,33% para o tempo de
exposicao de 10 min, 62,34% em 20 min e 30 minxg@scao. Para o tratamento a 70 °C
verifica-se uma queda acentuada na atividade r@sthu PME: em 10 min de exposicédo a

atividade residual foi de 29,92%, em 20 min foilde96%; e em 30 min caiu para 9,97%. Ja
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na temperatura de 75 °C a atividade residual da PM& para 2,49% em 10 min de

exposicao e a partir de 20 min de exposicéo ocariaativacdo completa da PME.

100 ‘:\I
~ 80
S —e—45°C
S — @ 50°C
o
~ 60 - 55°C
©
g 60°C
D 40 ] —%— 65°C
o —e—70°C
3
5 —+—75°C
= 20 |
<

0 ‘ .
0 10 20 30

Tempo de exposi¢do (min)

Figura 15 - Estabilidade térmica da pectinase,if@ctlOOL Plus, em 5 mg.rilide pectina de macé, pH 4,0, a
45 °C e 0,100 mol:L de NaCl.

A partir do estudo das trés amostras industriaisemfou-se que a atividade da
pectinase Panzym Clears foi de 2,62 ¥ himol.s"; da Pectinex 100L Plus foi de 1,64 x*10
mmol.s*; e da Panzym Univers foi de 1,06 x“i®mol.s*. A amostra comercial de pectinase
gue apresentou maior concentracdo de PME em redec@otras duas amostras foi a Panzym
Clears. Para as trés amostras a temperatura ¢tirmatuacao da PME foi 45 °C e os valores de
pH 6timo permaneceram entre 4,0 e 4,25. Essesegatte pH 6timo mostram que a PME
produzida porAspergillussp. atua em condi¢cdes acidas, fato esse que estéo#p com o
gue foi relatado na literatura por Ceci e Lozan@9{), Duvetter et al. (2005), Dinu et al.
(2007) e Wilinska et al. (2008). A partir do tratemo térmico das amostras industriais de
PME, observou-se que a inativacdo completa da PktEreu a 75 °C por 10 min de

exposi¢do enzimatica.
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5.2 ENERGIA DE ATIVACAO PARA A PME NAS TRES AMOSTRA\DE PECTINASES

A energia de ativacdo pode ser considerada a gaadetide energia necessaria para
gue a molécula de substrato alcance o estado ativadsistema reacional. A molécula de
substrato absorve primeiramente a energia, tornaadtivada, em seguida converte-se em
produto. A energia de ativacdo da reacdo enzima@icke ser calculada pela equacao de
Arrhenius e através de um grafico do Ln da ativdddd PME em funcdo do reciproco da

temperatura absoluta, em K, Figura 16, para a P&Eamzym Clears.

-11,0 +
-11,5 4
-12,0

-12,5 4

Ln a (mol.min™)

-13,0

-1355 . I . . ' I ' I ' ,
0,0029 0,0030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034

1T (K)

Figura 16 — Grafico de Arrhenius do efeito da terapea na atividade da PME de, Panzym Clears.

Para o célculo das energias de ativacdo da PMEmastras de pectinases Panzym
Univers, Pectinex 100L Plus e Panzym Clears forammod graficos do Ln da atividade em
funcdo do reciproco da temperatura. As temperatutiigadas foram aquelas em que a

atividade da PME aumenta até atingir um valor méxira temperatura 6tima. As energias de
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ativacdo da Panzym Univers, Pectinex 100L Plusney®a Clears, obtidas através dos dados,
foram 21,54, 54,73 e 57,35 KJ.nfprespectivamente. Um valor elevado para a enelgia
ativacdo significa que a velocidade da reacdo atanepidamente com um aumento na
temperatura; a pectinase que apresentou maioriardggtivacao foi a Panzym Clears. Os
valores para a energia de ativacdo das amostradadss condizem com os relatados na
literatura. Sariglu et al. (2001) e Mutlu et al. (1999) determinararanergia de ativacao da
PME de uma amostra comercial, Pectinex Ultra SR-Lvalor determinado por esses

pesquisadores foi 39,00 KJ.rol

5.3 ATIVIDADE DA PME PELO PROCEDIMENTO DA VARIACACDE pH

Na reacdo da PME com a pectina ocorre a hidrdlisgrupo ester com producéo de
um mol de metanol e um mol de ion§, lds quais podem ser quantificados por um sistema
potenciométrico devidamente calibrado. Foi assiterdénada a atividade da PME nas trés
amostras industriais de pectinases a 25 °C commigkdlide 4,5. A reagao foi acompanhada
durante 10 min, registrando-se o valor de pH pelopb. Observou-se um decréscimo
acentuado do pH, nos primeiros minutos da reacedida que a PME atuava no substrato.
Para o calculo da atividade utilizaram-se as vaedsage pH nos primeiros min da reacgéao,

Equacéo 1.

ApH = pH - pHy (1)
pHo : pH inicial, auséncia da enzima

pH: : pH final apds adicdo da enzima, a cada interdaltempo da reagao.



63

A partir do pH do sistema tem-se diretamente a @winacdo hidrogenidnica da reacéo,

Equacao 2.

pH = - log [H] ()

Logo, tem-se que a concentracéo deBtjuacio 3.

[H] = 107PP ®3)

Para o calculo da atividade da PME utilizou-se @agdo da concentracdo hidrogenidnica

A[H'], Equagio 4.

AHT = [H']s - [H'o (4)
[H™]o : concentracdo hidrogeniénica em auséncia da enzim
[H™]s : concentrac&o hidrogenidnica apds a acdo da anzimada periodo de tempo

na reacao.

Os valores de pH final e inicial foram converticdwa concentragdo hidrogenionica, e
substituidos na Equacéo (4) para obtafH] a cada intervalo de tempo da reacéo, Tabela 1.
A reacdo obedece a uma cinética de primeira ordeanaévidade da PME é o proprio

coeficiente angular da reta.



64

Tabela 1- Conversdo do pH em concentragdo hidrogeai, [H], em funcdo do tempo e a variagdo da
concentracgio hidrogenionic[H'], que corresponde a cada intervalo de tempo mardatacio da atividade da

PME, Pectinex 100L Plus, a 25 °C e pH 4,5.

Tempo (s) pH [F] (mol) A[H™] (mol)
0 4,50 3,162 x 10

60 4,28 5,248 x 10 2,086 x 10

120 4,19 6,456 x 10 1,208 x 10

180 4,15 7,079 x 10 6,229 x 10

A Figura 17 mostra o comportamento da reacéo egéfudaA[H™] (mol); em funcéo

do tempo (s), observou-se que a reacao segue ngtecaide primeira ordem .
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Figura 17 — Cinética da reacéo da PME, Pectinex F0Gs, com 5 mg.t de pectina, a 25 °C e pH 4,5.
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A partir da Figura 17 observa-se uma respostarliisguacdo 5, entre a variacdo da
concentracdo hidrogeniénica em funcéao do tempdividade da PME na amostra comercial,

Pectinex 100L Plus, foi o préprio coeficiente argubu seja, 1,219 x TGmol.s™.

A[H'l = 2,768x18 - 1,219x10 x t(s) (5)

Todos os experimentos, para a determinacao daladieida PME, foram feitos em
duplicata, o valor de atividade do segundo experiméoi 1,095 x 10 mol.s, a média entre
as atividades foi de 1,157 x i@nol.s* ou 1,157 x 18 mmol.s' para a PME na amostra da
Pectinex 100L Plus, a 25°C e pH 4,5.

A Tabela 2 mostra a atividade da PME, nas trés tmasosndustriais, pelo
procedimentdApH e AVnaon @ 25 °C e pH 4,5. Observa-se uma boa concordéntia os
valores de atividade da PME determinados pelosdioentos d&V naon € ApH. Os valores
da atividade determinados em ambos 0s procedimentssram que a pectinase Panzym
Clears apresentou maior atividade entre as trgsamedes estudadas. Logo, essa pectinase

apresenta maior concentragéo de PME.

Tabela 2 — Atividade da PME, nas trés amostrassinidis, pelo procedimentipH eAVy,ona 25 °C e pH 4,5.

Amostra comercial de pectinase Atividade da PME @hs)
ApH AV NaoH
Panzym Clears 1,291 x fo 1,080 x 10"
Pectinex 100L Plus 1,157 x 10 0,941 x 10
Panzym Univers 0,904 x 10 0,881 x 1¢
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Através do procedimento da variagdo do pH determs® também a atividade
residual da PME, em duas amostras de pectinasestimals, a Pectinex 100L Plus e a
Panzym Clears.

Os dados da atividade residual da PME na Pectid@ek Plus encontram-se na Figura
18. Verifica-se que com o tratamento térmico a @srfo periodo de 10, 20 e 30 min, a
atividade permaneceu com o valor maximo. Isso ge de fato de que a PME encontra-se na
sua temperatura o6tima. Com o tratamento a 50 °ClPpomin de exposicdo, a atividade
residual atingiu 85,04%; com 20 min de exposicativadade permaneceu em 84,57%; e com
30 min a atividade residual alcancou 76,66%. Jadatamento a 55 °C e 10, 20 e 30 min de
exposicao, a atividade residual permaneceu entd683 75,12%. No tratamento a 60 °C
observou-se a atividade de 68,13% para 10 min46d gara 20 min e 59,31% para 30 min.
Com o aumento da temperatura de tratamento paP& 68 atividade residual permaneceu
acima de 50% no mesmo periodo de tempo. QuandoEafBiMubmetida ao tratamento a 70
°C, observou-se uma queda acentuada na atividadkiak alcancando valores de 34,69%
para 10 min, 12,57% para 20 min e 6,81% para 30 Aimativacdo completa da PME
ocorreu a 75 °C por 20 min. Constatou-se, port@jue,a temperatura e o tempo de exposi¢céo

influenciam na atividade residual da PME.
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Figura 18 — Atividade residual da PME, Pectinex [1®us, em 5 mg.mltde pectina de macd, pH 4,0,
temperatura 45 °C e 0,100 mot.He NaCl, pofApH.

Comparando-se o tratamento térmico da PME, Pectl@®t Plus, realizado com
procedimento da variacdo de volume de NaOH (FigB)acom o procedimento da variacédo
de pH (Figura 18), observa-se um comportamento lbame, ou seja, com o0 aumento da
temperatura e o tempo de exposicdo da enzima czanativacdo da PME. Na determinacao
da atividade residual da PME pelos dois métodasfjogese que no tratamento a 45 °C por
10, 20 e 30 min a atividade manteve-se no valorimm@e a inativacdo completa ocorreu a
75 °C por 20 min.

A Figura 19 mostra estabilidade térmica da PME eatipase Panzym Clears.
Observa-se que no tratamento a 45 °C por 10, Z0meirBde exposicao, a atividade da PME
permanece no valor maximo. A temperatura 6timatdacdo da PME na amostra Panzym
Clears foi 45 °C, por isso ndo ocorreu inativacaoedzima nessa temperatura. Para o
tratamento a 50 °C por 10, 20 e 30 min de exposigaatividade residual, permaneceu

elevada, em torno de 90%. Com o0 aumento da tenupanaara 55 °C e no mesmo periodo de
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tempo verificou-se a atividade de 79,58% para 10 eni79,15% para 20 e 30 min. Para
tratamento a 60 °C observou-se uma queda acentcaatayalores de atividade de 39,64,
35,68 e 22,82% para 10, 20 e 30 min, respectivaané&d tratamento a 70 °C e 10 min de
exposicao, a atividade residual permaneceu em ZBd Bnanteve-se constante em 19,25%
nos periodos de 20 e 30 min. A inativacdo commat®ME na amostra comercial Panzym

Clears ocorreu a 75 °C por 10 min.
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Figura 19 — Atividade residual da PME na Panzyma@leem 5 mg.mide pectina de macd, pH 4,0,
temperatura 45 °C, 0,100 mof-de NaCl poA\pH.

Os valores da atividade residual, encontrados édrdes procedimentos da variacao
de volume de NaOH e variacédo de pH, foram sematka@tom o aumento da temperatura e
tempo de exposicdo da PME ocorreu uma queda ndaater A partir das Figuras 12 e 19
observa-se que a inativacdo completa da PME natearf@snzym Clears ocorreu a 75 °C por
10 min de exposicéo. Assim, pode-se afirmar quevésr do procedimento da variagcdo do pH

obtiveram-se informacdes quantitativas de coni@ddle comparaveis ao procedimento
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tradicional, potenciometria através da variacAovaleme de NaOH, para determinacdo da

atividade da PME.

5.4 ATIVIDADE DA PME POR UV-VIS

5.4.1 Estabilidade do Azul de Bromofenol a DifeesnpH

A Figura 20 mostra o comportamento do azul de bfenw em diferentes valores de
pH; a faixa estudada foi de 3,7 a 5,0. Observatge apm o0 aumento do pH ocorre um
aumento na absorbéncia com maximo em 592 nm, éiceese que a banda ndo sofre
deslocamento. Como este indicador mostrou boa ikdtale na faixa de pH estudado e
apresenta ponto de viragem entre 3,0 e 4,6 proxewopH 6timo da PME, o mesmo foi

utilizado para determinar a atividade da enzima.
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Figura 20 — Estabilidade do azul de bromofenol derehtes valores de pH.
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Na reacdo da PME com a pectina a 25 °C e pH igdéd,aocorre uma queda do pH
devido a formac&o de'HComo este se combina com o indicador, aumenta@eotracio da
espécie protonada e decresce a concentracdo daieesf@protonada, promovendo um
decréscimo proporcional na banda de absor¢cdo emrf92

Um estudo de Hagerman e Austin (1986) relata ametiacdo da atividade da PME
pelo indicador azul de bromotimol. O ponto de g&a desse indicador esta entre 6,0 — 7,6, e
a absorbancia maxima em 620 nm. O azul de bromb8naolequado para determinacdo de
acido produzido em rea¢des em que o pH 6timo dianengstiver entre a faixa de viragem do
indicador. Deve-se também considerar que, alémdidlise enzimatica, em pH acima de 7,0
podera ocorrer a hidrélise da pectina pelo efeitgld. Segundo Fayyaz et al. (1995a), uma
reacdo conduzida a pH 8,0 para determinar a atigidda PME ndo é segura devido a
ocorréncia da autohidrodlise da pectina em condiafizdinas. Considerando esses fatores, o
azul de bromotimol ndo pode ser utilizado parardeter a atividade da PME em amostras

de pectinases industriais em que o pH 6timo loaale entre 4,0-4,5.

5.4.2 Curva Padrdo do AcideGalacturdnico com o Azul de Bromofenol

A Figura 21 mostra o comportamento do azul de bfenad em diferentes

concentracdes de &cidmgalacturbnico. Verifica-se que a medida que a eotmacdo de

acido aumenta, a absorbancia em 592 nm diminuiopcagmalmente.
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Figura 21 — Comportamento do azul de bromofenotidenentes concentracdes de acido D - galacturbnico

A partir dos dados de absorbancia em diferentecertracbes de acidos-
galacturénicos construiu-se uma curva padrao qu#eregresentada na Figura 22. Observou-

se uma boa reposta linear entre a absorbanciamcardracéo de acido.
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Figura 22 — Curva padrao do acido D-galacturonitengperatura de 25 °C.

O coeficiente de correlacéo da reta foi 0,99245¢@acao 6 representa a variagcao da
absorbancia em 592 nm e a’THha reacdo em pH 4,5, igual ao coeficiente limeanos o
coeficiente angular vezes a concentracdo do acifleta concentracdo serd determinada

durante a reacdo da pectina com a PME sob condicidegiadas.

AA 592, pH 4,5 = 0,44903 -1713,311 x nH (6)

5.4.3 Determinacao da Atividade da PME por Uv-Vis

Através do método Uv-Vis foi determinada a ativeladh PME de trés amostras

industriais de pectinases Pectinex 100L Plus, Fanzyivers e Panzym Clearsem pH 4,5 e a

25 °C. Para determinar a atividade da PME utiligeua curva padrdo de acidp
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galacturénico, a qual informou as concentracOetasxde acido. Assim, a partir da variacao
da concentracéo de acido pela variacdo do tempontiebu-se a atividade da PME.

A reacédo da pectina em presenca de PME produAignsotonando o indicador azul
de bromofenol e, consequentemente, diminuindo arbéscia em 592 nm nos respectivos
tempos de reacdo. A partir da absorbancia peloderaftulou-se a concentracdo de acido
produzido na reacdo e, através da Equacédo 6, caisel a atividade da PME a partir da
variacdo da concentracdo do acido em funcéo dagarido tempo.

Exemplo para o calculo da atividade da PME na amatd Pectinex 100L Plus, a
partir da Equacao 6: a reacdo da pectina foi cadduzforca idnica constante 0,200 mdi.L
pH 4,5 e a 25 °C com o indicador azul de bromofenain presenca da amostra de PME. Os
dados de um dos experimentos estéo representad@baka 3, que mostra a absorbancia em
592 nm nos respectivos tempos da reacdo. A pasialdsorbancias tém-se as suas variacbes
em funcéo do tempo; a variacdo em 592 nm foi ecw@wertida em variacdo de concentracéo

de &cido, através da Equacao 6, produzido a céetaato de tempo.

Tabela 3 - Absorbancias, A, variagdo da/y, em 592 nm em fung¢édo do tempo da reacdo e acé@arida
concentracio de [Hgue corresponde a cada intervalo de tempo.

Tempo (s) A em 592 nm AA A[H"] (mol)
0 0,809847

90 0,760955 4,889 x 10 2,335 x 10

180 0,724774 3,618 x 0 | 2,409 x 1¢

270 0,706426 1,835 x f0 | 2,513 x 1d

A Figura 23 mostra a varia¢do da concentrac¢éo ‘dentHmol produzido na reacdo em
funcdo do tempo em seg. Observa-se uma respostr,liantre a concentracdo de acido

produzido pelo tempo.
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00002527 Equacao da reta:
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Figura 23 — Variagéo da concentracéo desid mol produzido na reacdo em funcéo do tempo (s).

A atividade da PME na amostra comercial de pecin&ectinex 100L Plus, foi
calculada a partir da equacéo da reta; o coefeiangular é igual a 0,9908 x 1énol.s*, a
prépria atividade que pode ser expressa 0,9908 wirfol.s*

Todos os experimentos foram feitos em duplicatavaelor da atividade do segundo
experimento foi de 0,9092 x 10nol.s*. Fez-se a média entre os dois valores e obtege-se
atividade de 0,950 x 10mol.s* ou 0,950 x 18 mmol.s' para a PME na amostra comercial
de pectinase, Pectinex 100L Plus, nas condi¢c625 8€ e pH 4,5.

Para todos os experimentos com os indicadorestif@ado esse procedimento para
determinar a atividade da PME nas amostras denpses industriais estudadas. A atividade
da PME com o indicador azul de bromofenol nas amsstla Panzym Clears foi de
1,343x10" mmol.s"; j& nas amostras da Panzym Univers foi de 1,0I5xtthol.s' e nas

Pectinex 100L Plus foi de 0,950 x“.tmol.sk.
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A atividade da PME nas trés amostras industriaisbéan foi determinada com o
indicador verde de bromocresol a pH 4,5 e na teatyper de 25 °C; deve-se lembrar que a
faixa de mudanca de cor deste indicador ocorre 8na 5,4. A partir da curva padrao deste
indicador com o acido-galacturdnico e da Equacéo 7 calculou-se a atieidkla PME para
cada amostra de enzima. A curva apresentou umastesfinear e um coeficiente de

correlacéo de 0,9948.

AA 617, pHa5= 0,1245 + 393,363 [H (7)

Na Tabela 4 tem-se os valores das atividades da fpiviEas trés amostras industriais
com os dois indicadores estudados. Observa-segqualares das atividades da PME nas trés
amostras foram inferiores para o indicador verdebaemocresol em relacdo aos valores
obtidos com o indicador azul de bromofenol. Essi@sahcas, segundo Vilarifio et al. (1993),
podem ser atribuidas a menor sensitividade do \aedaromocresol, a faixa de mudanca de
cor do indicador e a sua estabilidade em relacdpth@®m que a reagdo da pectina em
presenca da enzima foi conduzida. O pH da reagagual a 4,5, proximo ao pH 6timo de
cada amostra estudada, e na faixa de pH em qudéicadlor mudava de cor 3,8 a 5,4. Para
ambos os indicadores a estabilidade da cor foliwatia durante 20 min na solugéo de pectina
a pH 4,5, na temperatura de 25 °C e forca ionigestaate. Constatou-se que a cor do
indicador verde de bromocresol na reagcdo com ainpectao permanecia constante, a
absorbancia da solucdo variava mesmo em auséné€iiBa J& o azul de bromofenol muda
de cor na faixa de 3,0 a 4,6, ficando mais proxadm@H 4,5 em que a reacao foi conduzida.
A cor deste indicador manteve-se constante dumnt@cao. Logo, os dados obtidos a partir

do azul de bromofenol sdo mais precisos. Constotambém que a concentracdo do
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indicador ndo precisa ser exata, porém deve samosgmente constante para cada medida de

atividade.

Tabela 4 Atividade em mmof:da PME por Uv-Vis com os dois indicadores a pHa4Z5 °C.

Atividade da PME (mmol:§

Enzima/ Indicadores azul de bromofenol  verde denbayesol

Pectinex 100L Plus 0,950 x 10 1,347 x 10
Panzym Univers 1,015 x 0 2,730 x 10
Panzym Clears 1,343 x 10 3,538 x 10

Ceci e Lozano (1997) utilizaram o verde de bronsmirpara determinar a atividade
da PME em duas amostras de pectinases industmagie4,5 e 5,1 a 25 °C. Determinaram a
atividade da PME a partir de uma curva padrao ccdo®-galacturonico e o indicador em
617 nm. Observaram que o pH 6timo para a PME emasml amostras de pectinases
estudadas foi de 4,5.

Comparando-se os dados das atividades da PME rémsamostras de pectinases,
obtidas através dos diferentes procedimentos, madeatura de 25 °C e pH igual a 4,5,
Tabela 5, observa-se uma boa concordancia entrala®s de atividade da PME para os trés
procedimentos testados. No estudo Uv-Vis o indicadwll de bromofenol apresentou boa
estabilidade em solu¢cdo com a pectina durante iodqmede 20 min de reac¢do. Os dados da
atividade da PME mostram uma boa correlacdo quaodtparados aqueles obtidos por
AV naon € ApH. Os dados obtidos pela variacdo do pH pelo tetapdém apresentam boa

concordancia com os obtidos pela variacao de vollert@ase pelo tempo.
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Tabela 5 — Comparagédo das Atividades da PME obtidasliferentes métodos a 25 °C e pH igual 4,5.

Atividade da PME (mmol.§
Enzima/ Métodos azul de bromofenol AV NaoH ApH
Pectinex 100L Plus 0,950 x 10 0,941 x 10 1,157 x 1d
Panzym Univers 1,015 x 0 0,881 x 1¢ 0,904 x 1¢
Panzym Clears 1,343 x 10 1,080 x 1d 1,291 x 1d

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA PME, NA AMOSTRA DAPECTINEX 100L
PLUS, PELA QUANTIFICACAO DO METANOL

5.5.1 Purplad

A Figura 24 mostra a curva padrdo do metanol carncéloxidase em presenca do
reagente Purpald a 25 °C. Observa-se um aumesefar Ida absorbancia com o aumento da

concentracdo de metanol.
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Figura 24 — Curva padrao do metanol com a alcoidlase e o reagente Purpald a 25 °C e pH 4,5.

A partir da curva padrdo do metanol detectado campdid tem-se uma resposta

linear que esta representada na Equacéo 8. O ieoedicde correlacdo da curva foi 0,98743.

AA 550, pH 7,15 = 0,00732 + 215,99694 x [MeOH] (8)

A partir da curva padrao e da variagdo da absomaabtida a partir da reagéo da
pectina desmetoxilada com &lcool oxidade e o Pdygalculou-se a concentracdo de metanol
[MeOH] liberado na reacdo. A atividade da PME faicalada a partir do grafico da

concentracéo do metanol pelo tempo e o valor olitidde 3,602 x 18 mmol.s™.
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5.5.2 Acetil Acetona

Segundo Anthon e Barrett (2004), pode-se obter cumeza padrédo com boa resposta
linear do metanol em presenca da alcool oxidasereacacetil acetona. A Figura 25 mostra a
curva padrdao do metanol com a acetil acetona aC2& pH 4,5; observa-se que com o
aumento da concentracdo de metanol também ocorgummanto linear na absorbancia. Esta
banda deve-se ao produto da reacdo da acetil acetom o formaldeido, produzido pela
oxidacdo do metanol com a alcool oxidase, e o megicional. O produto que absorve em 412

nm é o 3,5-diacetil-1,4-dihidro-2,6-dimetil piridin

0,20

0,15

0,10 +

0,05

Absorbancia (nm)

0,00

T T T T T T T T T T
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025

Concentragéao de metanol (moI.L'l)

Figura 25 — Curva padrao do metanol com a alcoidlage com a acetil acetona a 25 °C e pH 4,5.

A partir da curva padrdao do metanol detectado coetilaacetona tem-se uma resposta

linear que esta representada na Equacéao 9. Oienédicle correlacdo da curva foi 0,97354.
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AA 412, phas = - 0,02931 + 81,63622 x [MeOH] (9)

Com a reacdo da pectina desmetoxilada, da alcoolasx e da acetil acetona
obtiveram-se as absorbancias correspondentes antadelo de dois min. A partir da curva
padréo calculou-se a concentracdo de metanol [Me@dtluzido a cada intervalo de tempo.
Um gréfico foi construido cord[MeOH] em funcdo do tempo, a atividade da PME na
amostra da Pectinex 100L Plus foi 1,073 ¥ t@mol.s".

Observa-se que o valor da atividade da PME, olg&lo reagente Purpald 3,602 x
10* mmol.s*, foi mais que trés vezes o valor obtido pelo retgacetil acetona 1,073 x40
mmol.s*. Segundo Anthon e Barrett (2004), o Purpald derepseparado em solucéo 0,5
mol.L’* de NaOH, meio altamente basico. Quando esse reafgenutilizado, apés a reacéo
da é&lcool oxidase com a pectina desmetoxilada dotd@w tampédo, a solu¢cdo de Purpald
fortemente bésica anulou o efeito tampdo 7,15 dac&o. Mediu-se o pH da solucdo
resultante tampdo, pectina desmetoxilada, alcoalase, Purpald e agua ultra-pura para
completar o volume de 2,0 mL: o valor do pH ficainaa 12.

Apos a adicao do reagente Purpald a reacao foueathala 30 °C por 30 min, periodo
de tempo em que o Purpald reage com o formald€idimo o meio € altamente basico, ndo
se deve descartar a possibilidade de ele afetadralisge da pectina, produzindo mais
metanol. O sistema contém alcool oxidase, que axideetanol a formaldeido, e este entdo
reage com o Purpald, resultando num aumento da entacdo de metanol e,
consequentemente, num aumento na atividade da Bbttindo Ly-Nguyen et al. (2002), a
autohidrdlise da pectina deve ser considerada quaratividade da PME for determinada a
uma temperatura e pH acima de 50 °C e 6,5, respeante. JA segundo Arbaisah et al.
(1997), medidas da atividade da PME acima de phh&g0séo confiaveis devido a reacao de

desesterificacdo pelo meio alcalino. Segundo AntbédBarrett (2004), o Purpald é mais
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sensivel que a acetil acetona, porém os dois autdi@ consideraram o fator pH do sistema e
também nao fizeram referéncia a autohidrolise dénze

Na determinacdo do metanol com a acetil acetonareagentes utilizados nao
alteraram o pH do sistema, que permaneceu emAs3bn, pode-se afirmar que somente foi
detectado o metanol produzido pela acao da PME.

Na Tabela 6 encontram-se os valores da atividad®MBg, Pectinex 100L Plus,
determinada pelos varios procedimentos. Obserntpigen valor da atividade - determinado
pelo reagente acetil acetona, para detectar o oletdioi semelhante aos valores obtidos
pelos procedimentos potenciométricos, bem comol@dra que a concentracdo dé fdi

detectada espectroscopicamente pelo indicadodazulomofenol.

Tabela 6 — Atividade da PME de uma amostra indalstlé pectinase, Pectinex 100L Plus, por diferentes
métodos nas condi¢cbes de 25 °C e pH 4,5.

Atividade da PME ( mmol’s)
Método / Enzima Pectinex 100L Plus
Purpald 3,602 x 10"
Acetil acetona 1,073 x 1¢
Indicador azul de bromofenol 0,950 X10
Variacdo de pH 1,157 x 1¢
Variacéo de volume de NaOH 0,941 x*10

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE RESIDUAL DA PME EXOGHEA NO SUCO DE

MANGA PELOS PROCEDIMENTO®&V naon E ApH

O suco de manga, apoés centrifugado, manteve o pM,&dne os soélidos soluveis em
16 °Brix. A Figura 26 mostra a estabilidade térmita suco de manga com a amostra

comercial de pectinase, Pectinex 100L Plus, palotitetria através da variacdo do volume de
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NaOH pelo tempo. Observa-se que o tratamento térrealizado a 45 °C por um periodo de
tempo de 10, 20 e 30 min de exposicdo nao infloenca atividade da PME, pois esta é a
temperatura 6tima de atuacédo da enzima. Com o dardartemperatura ocorreu uma queda
na atividade: a 50 °C por 10 min de exposicao \adatie residual foi 72,3%, por 20 min

reduziu a 61% e por 30 min alcancou 47%. Na teatpex de 60 °C por 10, 20 e 30 min a
atividade residual atingiu valores de 59,6%, 47,6%31,9%, respectivamente. Com 0
tratamento a 65 °C no mesmo periodo de tempo desig&o, a atividade residual ficou em

torno de 30%; e com tratamento a 70 °C por 20 miBQde exposicao, atividade permaneceu
proxima de 29%. Quando a temperatura foi elevada p5 °C por 10 min observou-se que a
atividade residual permaneceu em 24,1%; ja em 20d®i exposicdo ocorreu a completa
inativacdo. Um estudo de Wilinska et al. (2008) troasque o tratamento a 66 °C por 2,5 min

no suco de macga com PME exdgena foi suficiente gpamampleta inativacao.

100 * o
S 80 ]
g —e—45°C
o 0
L 0 —=—50°C
- 60°C
g
S —%— 65°C
2 40
@ —e—70°C
c%; — 4 75°C
©
> 207
<

O T T —

0 10 20 30

Tempo de exposicéo ( min)

Figura 26 — Atividade residual da PME ex6gena ramsie manga, em 5 mg.mde pectina de maca, pH 4,0,
temperatura 45 °C e 0,100 mot.tde NaCl AV yaon
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A atividade residual da PME no suco de manga fterdenada pelo procedimento da
variacdo de pH. A Figura 27 mostra a estabilidédeita da PME exdgena, Pectinex 100L
Plus, no suco de manga. Observa-se que no tratarae#b °C e por 10, 20 e 30 min de
exposicao, a atividade mantém-se em 100%. Issaeoparque a PME encontra-se na sua
temperatura 6tima. Com o aumento da temperatuteatignento para 50 °C, verifica-se uma
atividade residual de 85,34% para 10 min de exposécde 64,76% para 20 e 30 min. Para o
tratamento térmico a 55 °C por 10, 20 e 30 mirgt@sdades obtidas foram 63,77%, 58,66%
e 49,08%, respectivamente. Quando o suco com atm@mosmercial de pectinase foi
submetido ao tratamento de 60 °C, observaram-seegatle atividade residual de 51,14%
para 10 min; 39,16% para 20 min; e 36,15% para iB0de exposi¢cdo. Para o tratamento a 65
°C por 10, 20 e 30 min, a atividade variou de 3/ 21,37%. Com o tratamento a 70 °C por
3, 6 e 10 min de exposicao, a atividade residealufiem torno de 25%, com o aumento da

temperatura para 75 °C observou-se a completaagat da PME em 5 min de exposicao.

100

S &0 —e—45°C
L

= — = 50°C
8 60 55°C
g 60°C
ke

S 40 —¥— 65°C
9 —e—70°C
©

i) —+—75°C
= 20

<

0 Yy /: : T

0 10 20 30

Tempo de exposicao (min)

Figura 27 — Atividade residual da PME exégena, iRextl00L Plus, no suco de manga em 5 mgde_pectina
de macé, pH 4,0, a 45 °C e 0,100 molde NaClApH.
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A Tabela 7 mostra as atividades residuais da PMigena, Pectinex 100L Plus, no
suco de manga pelos procedimen®8naon /' Atiempo € ApH/ Atiempe €m  diferentes
temperaturas e tempos de exposi¢cao. Observa-sesquedores da atividade residual da PME
por deApH/ Ateempo S840 levemente superiores aos valores obtidof\¥RkoH / Atiempo NO
procedimentd\pH/ Ateempo 0 @juste do pH no sistema € imediato, 0 que faeoseobtengdo
das medidas a cada pequeno intervalo de tempagl@ssim tem-se o pH no tempo real da
reacdo. Ja no procedimento Menaon/ Atiempo @ Cada pequena adicdo de base ocorre uma
mudanca do pH, o que dificulta associar essa a@digdempo real da reacdo sem considerar o
periodo de estabilizacdo do pH. Embora seja quapessivel, dessa forma, manter o pH
constante, os valores da atividade residual obtmwsambos os procedimentos foram bem
proximos. Assim, pode-se obter resultados com boau gle confiabilidade através de
medidas potenciométricas, com um equipamento dewdee calibrado, tanto com o

procediment@dV naon/ Atiempo OU APH/ Atrempo

Tabela 7 — Atividade residual da PME exégena n® slEe manga a diferentes temperaturas e tempos de
exposicao pelos procedimentosléyaon/ Atiempo € APH/ Atiempo €Xpressa em o mmol.sh.

Temperatura (°C)

45 55 65 75
Procedimentos:
A = AV naon! Dliempo A B A B A B A B
B = ApH/ Atiempo
Tempo (min)

10 0,652| 0,778 0,426 0,496 0,260 0,246 Q,0 0,0
20 0,652| 0,778 0,420 0,486 0,207 0,166 Q,0 0,0
30 0,652| 0,778 0,351 0,382 0,208 0,166 Q,0 0,0
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Os resultados obtidos no estudo com o suco de manggpresenca da PME
comercial, para o tratamento térmico a 70 °C poR0CG 30 min de exposi¢cado, mostram que
a atividade residual permaneceu entre 36,8 e 2%onal tratamento térmico da PME
comercial, nas mesmas condi¢cdes, a atividade @sianteve-se entre 29,92 — 9,97%.
Segundo Seymour et al. (1991), essa diferenca estedividades residuais da PME com o
suco de manga, e sem este, deve-se ao efeitoqorofe¢ as unidades de carboidratos

oferecem a enzima. Esse efeito protetor dependerdposicéo quimica do suco em estudo.
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6 CONCLUSOES

A reacdo da pectina em presenca da PME em todespesimentos mostrou uma
cinética de primeira ordem. Observou-se que a PME tnés preparacfes enzimaticas,
Pectinex 100L Plus, Panzym Clears e Panzym Unidersmais ativa em pH 4,0 a 4,5.
Conclui-se que a enzima nas trés pectinases apaes&ior atividade na temperatura de
45 °C. Entres as trés amostras estudadas, a Pabiears apresentou maior atividade, ou
seja, maior concentracdo de PME.

A partir dos resultados de ambos os procedimeiNQson/ Atempoe APH/ Atiempo NAS
amostras de pectinases Pectinex 100L Plus e dgfAaDlears, concluiu-se que a inativagao
ocorreu na temperatura de 75 °C com no maximo 1 dei exposicdo. Através do
procedimento da variacdo do pH pelo tempo tem-fibesacdo de Hno tempo real da
reacdo. Assim, através desse procedimento obtéml@es de atividade mais precisos.

A atividade da PME nas trés amostras de pectin&aginex 100L Plus, Panzym
Clears e Panzym Univers, a 25 °C e pH 4,5, detahaimpor espectroscopia Uv-Vis com o
indicador azul de bromofenol apresentou boa car@ielaom a atividade determinada pelos
procedimentos por potenciometria. Conclui-se quee @sdicador pode ser utilizado para
determinar a atividade da PME em amostras de psetsnem que o pH 6timo localiza-se na
faixa acida.

A reacao da pectina desmetoxilada com a PME, RacliGOL Plus, para quantificar o
metanol com a acetil acetona, mostrou boa concoi@&oom os dados obtidos nos
procedimentos utilizados neste trabalho. A detesigio do metanol com este reagente néo
alterou o pH do sistema, assim pode-se afirmar spraente foi detectado o metanol

produzido pela acdo da PME.



87

Ja na reacdo com o reagente Purpald, o valor obticdoa atividade da PME foi 3,602
x 10* mmol.s', mais que trés vezes o valor obtido pelo reagereél acetona 1,073 x 10
mmol.s*. Esse aumento na atividade foi atribuido ao mmi@iente basico ocasionado pela
solucéo do Purpald, pH acima de 12, que anuldeiméampéao pH 7,15 da solucédo. O meio
altamente béasico favoreceu a hidrélise da pectipapduzindo mais metanol;
consequentemente, houve aumento na atividade da Ebtielui-se que tal reagente néo foi
adequado para a quantificacdo do metanol prodymgtioacédo da PME na reacao.

A inativacdo completa da PME exoOgena, Pectinex 1BQls, no suco de manga
ocorreu na temperatura de 75 °C por 20 min de &@gmwso procedimentdV y,on/ Atempo€ NA
mesma temperatura durante 10 min de exposicagpatediment@pH/ Atiempo

No tratamento térmico da PME em auséncia e presémeaco de manga, constatou-
se que a atividade residual da enzima a 70 °C (@a2@ e 30 min de exposi¢cdo em presenca
do suco foi maior que a atividade residual em auiaédo suco. Essa diferenca entre as
atividades residuais da PME deve-se ao efeito forotgue as unidades de carboidratos
oferecem a enzima.

Verificou-se que a atividade da PME pode ser mosmt® quantificando o metanol e a
concentracdo de acido liberado na desmetoxilacdopeletina, através de estudos
espectroscopicos. Também pode ser determinadaiademestudos potenciométricos, pelos
procedimentos da variacdo de volume de base palpote pela variagdo do pH pelo tempo
com um sistema de equilibrio devidamente calibr&mcluiu-se, através do procedimento
da variagcéo do pH pelo tempo, que os resultade@saptaram boa correlacdo com os demais
métodos utilizados e que esse procedimento apees@mtagens sobre os demais, como
medidas precisas e diretas dd][HA reacdo dispensa uma série de reagentes eiamide

custos relativamente elevados.
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