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RESUMO

O Brasil € o principal produtor de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) do mundo
e, consequentemente, também € o pais que mais processa esse fruto. A laranja é
destinada principalmente para a produgéo de suco, gerando cerca de 5,6 milhdes de
toneladas de bagaco umido de laranja ao ano, composto por casca, polpa e sementes.
Esse bagago é rico em polissacarideos, principalmente a pectina. A pectina é
composta diversos monossacarideos, porém o acido D-galacturénico (D-GalA) é o
mais abundante, chegando a compor cerca de 70% dos monémeros da pectina da
laranja. D-GalA pode ser utilizado como agente acidificante e como surfactante nas
industrias alimenticias e quimicas, respectivamente. Além disso, D-GalA também
pode ser convertido para os acidos mucico e L-galacténico, importantes precursores
de bioplasticos e aditivos cosméticos. O D-GalA pode ser obtido através da hidrolise
da pectina, que pode ocorrer de duas formas: quimica e enzimatica. A hidrélise
quimica utiliza acidos em altas temperaturas (80 a 100°C) e baixos valores de pH (1,0
a 3,0), podendo ocasionar a degradagao dos produtos gerados, formando lactonas. A
hidrolise enzimatica utilizando pectinases evita estas condi¢gdes drasticas, com
temperaturas mais baixas (20 a 40°C) e valores pH mais altos (4,0 a 6,0). Contudo, a
concentracdo de pectina na dispersdo pode dificultar o processo de hidrolise
enzimatica, pois o aumento da viscosidade da suspensdo pode causar problemas de
transferéncia de massa, com consequente diminuicdo da atividade enzimatica. Desse
modo, a proposta do presente trabalho foi realizar uma extragédo com acido citrico do
bagaco de laranja umido, na forma em que é originado como residuo pela industria de
suco, e realizar uma caracterizagdo quimica e reolégica da pectina extraida deste
residuo. Além disso, analisar o comportamento reolégico desta pectina durante
hidrolise enzimatica com pectinases utilizando um reémetro rotacional. Os produtos
da hidrélise foram analisados por HPLC o que possibilitou o estabelecimento de
correlagao entre a queda da viscosidade complexa com o teor de D-GalA produzido
na hidrolise. As fragbes de pectinas do bagacgo de laranja umido (WOP-DI) e pectina
citrica da Sigma (CP) apresentaram perfis de eluigdes com um unico pico alargado
por HPSEC-MALLS-RI. A composi¢gao monossacaridica mostrou que a fragdo WOP-
DI apresentou 69% de D-GalA, valor mais proximo ao padrao CP utilizado, com cerca
de 79% de D-GalA. O grau de metil-esterificacdo das amostras foi de 74% e 48%,
respectivamente. Durante o ensaio de hidrdlise enzimatica, a viscosidade complexa
da fracdo WOP-DI apresentou maior reducado em relagcao a encontrada na fragao CP.
Os testes de HPLC confirmaram que houve a liberacdo de D-GalA durante a hidrdlise
enzimatica para WOP-DI e CP. Ressalta-se que esse estudo foi o primeiro a propor a
utilizagcao da reologia para acompanhar a agao de pectinases com base na queda da
viscosidade complexa de dispersdes de pectina de bagaco de laranja em diferentes
concentracdes.

Palavras-chave: Bagagco de laranja, pectina, hidrdlise enzimatica, &acido D-

galacturdnico, reologia, viscosidade complexa, reémetro rotacional



ABSTRACT

Brazil is the main orange (Citrus sinensis L. Osbeck) producer in the world and
consequently is also the country that processes this fruit the most. The orange is mainly
destined to the production of orange juice, generating about 5.6 million tons per year
of moist orange bagasse, composed of peel, pulp and seeds. This bagasse is rich in
polysaccharides, mainly pectin. Pectin is composed of several monosaccharides, but
D-galacturonic acid (D-GalA) is the most abundant, composing about 70% of
monomers of orange pectin. D-GalA can be used as an acidifier and surfactant in the
food and chemical industries, respectively. In addition, D-GalA can also be converted
to mucic and L-galactonic acids, important precursors of bioplastics and cosmetic
additives. D-GalA can be obtained by hydrolysis of pectin either by chemical or
enzymatic processes. Chemical hydrolysis uses acids at high temperatures (80 to
100°C) and low pH values (1.0 to 3.0) that can cause degradation of the products into
lactones.- Enzymatic hydrolysis using pectinases avoids these drastic conditions, with
lower temperatures (20 to 40°C) and higher pH values (4.0 to 6.0) are used. However,
the concentration of pectin in the dispersion can interfere with the enzymatic
hydrolysis, decreasing enzyme activity due to mass transfer problems. Thus, the
purpose of this work was to perform an extraction with citric acid from the wet orange
bagasse, in the form in which it is originated as a residue by the juice industry, and to
perform a chemical and rheological characterization of the pectin extracted from this
residue. In addition, to analyze the rheological behavior of this pectin during enzymatic
hydrolysis with pectinases using a rotational rheometer. The hydrolysis products were
analyzed by HPLC which made it possible to establish a correlation between the drop
in complex viscosity and the D-GalA content produced by the hydrolysis. The fractions
of pectin from wet orange bagasse (WOP-DI) and citric pectin from Sigma (CP)
presented a broad peak elution profiles by HPSEC-MALLS-RI. The monosaccharide
composition showed that the WOP-DI fraction presented 69% (w/w) of D-GalA, a value
closer to the CP standard used, with about 79% (w/w) of D-GalA. The degree of
methylesterification of the samples was 74% and 48%, respectively. During the
enzymatic hydrolysis assay, the complex viscosity of the WOP-DI fraction showed a
greater reduction in relation to that found in the CP fraction. HPLC tests confirmed that
D-GalA was released during enzymatic hydrolysis for WOP-DI and CP. It should be
noted that this study was the first to propose the use of rheology to follow the action of
pectinases based on the drop in complex viscosity of pectin dispersions from orange
bagasse at different concentrations.

Keyword: Orange bagasse, pectin, enzymatic hydrolysis, D-galacturonic acid,
rheology, complex viscosity, rotational rheometer
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo produzindo cerca 15,7
milhdes de toneladas na safra de 2019 (FUNDECITRUS, 2020). Cerca de 70% desse
montante sdo destinados a industria de processamento para producdo de suco,
gerando cerca de 5,6 milhdes de toneladas de bagaco umido de laranja (BARROS;
BERK, 2018; FUNDECITRUS, 2020). Esse bagago, composto de casca, polpa e
sementes, é rico em carotendides, oleos essenciais e polissacarideos onde destaca-
se a pectina (KUTE et al., 2019; POURBAFRANI et al., 2010).

A casca de laranja é composta basicamente pelo flavedo (parte externa com
coloragdo — epicarpo) e pelo albedo (parte interna branca — mesocarpo). No
endocarpo, constituido pelos gomos do fruto, encontram-se as vesiculas de
suco, separadas por membranas que recobrem os gomos. No flavedo estao
presentes os carotendides e 0s Oleos essenciais, enquanto que a pectina localiza-se
no albedo das frutas citricas (DEITOS et al., 2014).

Na industria, a pectina de laranja € extraida principalmente da casca, da
regidao do albedo (DE OLIVEIRA; WILLMS, 2016). Os processos de obtencédo da
pectina atualmente utilizados sdo patenteados e consistem em extragdo aquosa,
seguida por um extragao acida, utilizando acido oxalico ou o nitrico, em condi¢des de
alta temperatura (80°C a 100°C) e baixo pH (1,5 a 4,0). Porém, devido a forga desses
acidos, é necessario realizar tratamentos dos efluentes gerados, para minimizar os
impactos ambientais negativos (STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2016;
BUCHHOLT, 2016; JENSEN; SORENSEN; ROLIN, 2012).

Na maioria dos processos, descritos na literatura, sao utilizadas as cascas
(albedo com ou sem flavedo) para realizar a extracdo da pectina de laranja
(PRABASARI et al., 2011; SABERIAN et al., 2017; TIWARI; SAHA; YADAV, 2017; DE
OLIVEIRA; WILLMS, 2016). Desse modo, o presente trabalho propde a utilizagdo do
bagaco de laranja como fonte de matéria-prima para obtencédo de pectina citrica,
visando um maior aproveitamento do residuo e aumento da produgao de pectina. Esta
estratégia podera impactar na aplicagao da pectina, bem como na produgéo de acido
D-galacturdnico (D-GalA) a partir da hidrolise enzimatica da pectina.

Dentre as diferentes produtos obtidos a partir da hidrélise da pectina,
destacam-se o D-GalA e arabinose, por apresentarem maiores valores agregados. A

arabinose, na industria alimenticia, € utilizada como adogante diet, sendo capaz de
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inibir a enzima sucrase, responsavel pela decomposi¢gdo da sucrose em glicose e
frutose no intestino delgado (KROG-MIKKELSEN et al., 2011). O D-GalA é utilizado
comercialmente como agente acidificante e surfactante, porém pode ser convertidos
em outros componentes, como acido mucico e acido L-galacténico (MOJZITA et al.,
2010; RICHARD; HILDITCH, 2009).

A hidrélise da pectina pode ser realizada de duas formas: quimicamente e
enzimaticamente. Na hidrdlise quimica, sao utilizados nos processos os acidos
cloridrico e sulfurico, entre 80 a 100 °C e pH entre 1,0 a 3,0 (RUANO et al., 2019).
Porém, nessas condi¢gbes de hidrolise acida e elevada temperatura pode ocorrer a
degradagao do D-GalA em lactonas e furfurais, com consequente perda de valor
econdmico (BLAKE, J.D.; RICHARDS, 1968). Neste contexto a hidrélise enzimatica &
uma alternativa a obtengao de D-GalA. Na hidrolise enzimatica de pectina séo
utilizadas pectinases (EC 3.2.1.15) nas temperatura de 20 a 40°C e pH de 4,0 a 6,0,
sendo estas as condigdes que evitam a degradagao do D-GalA (STOCK et al., 2017).

Contudo, sabe-se que eficiéncia de uma hidrélise enzimatica € influenciada
diretamente por diversos fatores, entre eles a concentragdo de soélidos em solugao, a
estrutura quimica e viscosidade da pectina (MINJARES-CARRANCO et al., 1997;
BERGER, 2014; STOCK, 2013). A concentragdo de sélidos totais pode interferir
diretamente na transferéncia de massa entre enzima-substrato, enquanto que a
estrutura quimica pode interferir na atividade da enzima.

Tendo em vista o potencial econdmico do converséo da pectina em D-GalA e
a necessidade do maior proveitamento do bagago de laranja originado pelas industrias
de processamento de laranja, no presente trabalho foram realizadas a obtencgao,
caracterizagao quimica e reoldgica de pectina do bagaco de laranja umido. Além disso
foi realizada a hidrdlise enzimatica da pectina tendo o perfil da queda da viscosidade

complexa monitorado.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Obter e caracterizar a estrutura quimica e reologica de pectina de bagago de
laranja umido, gerado por industria de processamento de suco de laranja, e avaliar a
cinética de hidrélise enzimatica da pectina através do perfil de queda da viscosidade

complexa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair a pectina do bagago de laranja umido utilizando acido citrico;

e Caracterizar quimicamente a pectina extraida do bagaco de laranja;

e Analisar as propriedades reologicas das dispersdes de pectina de laranja;

¢ Avaliar o comportamento da viscosidade complexa das dispersdes de pectina

de laranja durante a hidrolise enzimatica por pectinases;

e Analisar a produgao de acido D-galacturénico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) apds hidrélise enzimatica das dispersées de pectina de

laranja.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LARANJA DOCE (Citrus sinensis L. Osbeck)

A laranja € originaria do sudeste asiatico e era cultivada na China desde 2500
a.C. onde era conhecida como “maca chinesa" (NICOLOSI et al., 2000). Atualmente
a laranja é cultivada em quase todo o mundo como alimento com alto valor nutricional
para humanos sendo fonte de vitaminas A, C e E, além de apresentar propriedades
com acao anti-inflamatéria, antitumoral e antiobesidade (ETEBU; NWAUZOMA,
2014).

Botanicamente, a laranja doce possui o nome cientifico de Citrus sinensis L.
Osbeck, e pertence a familia das Rutaceas (Rutaceae). As laranjas conhecidas
popularmente como Péra, Bahia (sem sementes), Moro (sanguinea) e a laranja Lima
(sem acidez) sdo denominadas cientificamente como Citrus sinensis (L) Osbeck
(EMBRAPA, 2005).

Dentre as partes anatébmicas da laranja, esta a casca, que é composta pelo
flavedo (parte externa com coloragao — epicarpo) e pelo albedo (parte interna branca
— mesocarpo). O endocarpo é constituido pelos gomos do fruto, onde se tém as
vesiculas de suco separadas por membranas que recobrem os gomos e 0os separam
do albedo (FIGURA 1) (LADANIYA, 2008). A pectina localiza-se no albedo. Ja no
flavedo estao presentes os carotenoides e os 6leos essenciais (DEITOS et al., 2014).

FIGURA 1: MORFOLOGIA DA LARANJA

Columela Semente

Vesiculas de suco
Casca

Mesocarpo (Albedo)

Endocarpo (Gomos)

Epicarpo (Flavedo)

FONTE: O Autor (2020).
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Em relagdo a produgédo e processamento de laranja, o Brasil é referéncia
mundial nessas areas. Estimou-se que na colheita de 2019/2020, periodo de maio de
2019 até abril de 2020, foram produzidas cerca de 15,7 milhdes de toneladas de
laranja (FUNDECITRUS, 2020). Deste valor de producdo, cerca de 71% foram
destinados ao processamento para obtencdo de suco industrializado (BARROS;
BERK, 2018).

O Brasil € o maior produtor de suco de laranja do mundo, com 60% do volume
produzido mundialmente. Os principais mercados importadores da commodity
Nacional sdo a Unido Europeia, Estados Unidos, Suica, Japao, China e Coréia do Sul
(SECEX, 2020). Durante o processamento do suco, aproximadamente 50% da
quantidade de laranja utilizada acaba se transformando em bagago umido, pois, para
a industria de sucos, apenas a fragao liquida é importante (CIRIMINNA et al., 2016).
Assim, no Brasil, estima-se que s&o gerados cerca de 5,6 milhdes de toneladas de
bagaco umido de laranja por ano, composto por casca, polpa e sementes.

O bagacgo de laranja é utilizado diretamente ou apés tratamentos simplificados
como racgao animal ou fertilizante para solos, sendo este ultimo o destino mais comum.
Entretanto, devido ao enorme excedente de residuos produzidos pela industria de
citricos, este residuo também poderia ser utilizado como matéria-prima nos projetos
de biorrefinarias para obtengdo de produtos com alto valor agregado, sendo esta
aplicacao ainda dificultada devido a restricdes econémicas (ZEMA et al., 2018).

Dessa forma, visando minimizar os custos de gestdo e reduzir a poluicdo
ambiental, varias estratégias de aplicagdo dos residuos citricos, originados
principalmente do processamento de laranja, tém sido avaliados nas ultimas décadas.
No entanto, as formas de tratamento e valorizagao deste residuo dependem de muitos
fatores que afetam a sua viabilidade econémica (ZEMA et al., 2018). Atualmente, o
produto mais importante dos residuos citricos é a pectina, objeto de estudo do

presente trabalho.

3.2 PECTINA

3.2.1 Historico

A histéria da pectina comecga no século XVIII, quando foi descoberta em sucos

de maga por Nicholas Vauquelin, em 1790. Entretanto, foi Braconnot, em 1824, que a
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caracterizou e sugeriu o seu nome, que foi derivado da palavra pektikos, devido a sua
consisténcia viscosa, que significa “solidificar ou congelar” em grego
(NUSSINOVITCH, 1997; CANTERI et al., 2012).

Até o inicio do século XX, acreditava-se que a pectina era uma molécula
ciclica. Contudo, apds as analises de raio-X, descobriu-se que a pectina apresentava
estrutura semelhante a da celulose (OWENS et al., 1946). No ano de 1924, a pectina
foi considerada um polimero composto por acido poligalacturénico. Em 1930,
descobriu-se que a pectina poderia ter cadeias laterais (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2014). Por fim, em 1937, a estrutura da pectina foi definida como sendo
formada por monémeros de acido D-galacturdnico metil-esterificados, ligados por
ligagdes glicosidicas do tipo a-(1—4) (BAKER, 1948).

O primeiro registro da produgdo de um extrato liquido de pectina foi na
Alemanha em 1908, ao se cozinhar bagac¢o seco da maga, um subproduto gerado no
processamento de sucos (CIRIMINNA et al.,, 2016). Porém, esse extrato so6 foi
patenteado nos Estados Unidos em 1913 (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014). A
pectina, naquela época, era vendida como um agente gelificante devido a sua
propriedade de formar um hidrocoloide capaz de aprisionar a agua e formar géis em
baixa concentragédo (<1% m/m) (ABID et al., 2017).

A produgéao de pectina, no inicio do século XX, se desenvolveu na Europa e
nos Estados Unidos utilizando bagago de macga. Porém, a pectina originada de
residuos citricos comegou a ganhar cada vez mais destaque devido a abundancia de
matéria-prima gerada pelas industrias de sucos. A primeira fabrica de pectina citrica
foi construida em 1926, no estado da Califérnia, USA (KERTESZ, 1951). Ressalta-se
que, em 1940, 60% da pectina produzida no mundo era de origem citrica,
principalmente laranja (HERBSTREITH & FOX, 2009).

No Brasil, a produgao industrial de pectina teve inicio em 1954, na cidade de
Limeira, em Sao Paulo, com a fabrica da CPKelco (CPKELCO, 2019). A CPKelco é,
até o momento, a unica fabrica de pectina no Pais. Contudo, a Cargill anunciou a
construgcdo de uma nova unidade destinada a produgcao de pectina com alto grau de
metil esterificacdo, em junho de 2019, na cidade de Bebedouro, no interior de Sao
Paulo (CARGILL, 2019), com perspectiva de inicio das opera¢des para o primeiro
semestre de 2021 (BAASCH, 2020).
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3.2.2 Estrutura da Pectina

A pectina (FIGURA 2) é definida como um polissacarideo aniénico formada
por monémeros de acido D-galacturénico (D-GalA) unidos por ligagdes glicosidicas a-
(1—4), podendo apresentar ramificagdes a partir da cadeia principal (VORAGEN et
al., 2009). Pode ser composta por até 17 monossacarideos diferentes, dentre os quais
o acido D-galacturénico (D-GalA) é o mais abundante, seguido por D-galactose (D-
Gal) e L-arabinose (L-Ara) (YAPO, 2011). As estruturas da pectina variam entre as
espécies vegetais, tecidos e partes de um fruto. As principais regiées que compdem
a estrutura da pectina sdo: homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana do tipo |
(RG-I), ramnogalacturonana do tipo Il (RG-Il) e xilogalacturonana (XG) (FIGURA 2)
(CARPITA; GIBEAUT, 1993; CAFFALL; MOHNEN, 2009).

A HG representa cerca de 65% da estrutura da pectina presente na parede
celular da laranja, constituindo a regido linear ou smooth region da pectina (YAPO,
2011). As unidades de D-GalA da cadeia linear de HG podem estar parcialmente metil-
esterificadas em C-6 e acetil-esterificadas nas posi¢cées O-2 e/ou O-3 (VORAGEN et
al., 2009).

A RG-I representa cerca de 20% a 35% da pectina (FARIAS, 2014) e
constituem as regides denominadas ramificadas ou hairy regions da pectina (YAPO,
2011). A RG-I é formada por uma cadeia principal de unidades alternadas de a-D-
Galp (1—4) ligadas, e unidades de a-L-Rhap (1—2) ligadas, as quais podem estar
substituidas nas posi¢cdes O-4 e/ou O-3 (menos frequente), por cadeias laterais
formadas por arabinanas, galactanas, arabinogalactanas do tipo | (AG-lI) ou
arabinogalactanas do tipo Il (AG-Il) (VORAGEN et al., 2009; YAPO, 2011).

Ja a RG-Il compreende cerca de 10% da pectina, sendo formadas por 8 a 10
unidades de a-D-Galp (1—4) ligadas, substituidas em O-2 e/ou O-3 por cadeias
laterais heteropoliméricas. As cadeias laterais da RG-Il podem conter fucose e xilose,
além de monossacarideos raros como apiose (3-C-hidroximetil-B-D-eritriose), acido
acérico (3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilose), acido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosdnico
(Kdo), L-acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptolosarico (Dha), 2-O-metil-L-Fucp e 2-O-metil-D-
Xylp, unidos por mais de 20 ligagdes distintas (YAPO, 2011).

As XG sao uma variagao das HG, constituidas por uma cadeia principal de D-

galA parcialmente substituida na posi¢cao O-3 por unidades 3-Xylp (YAPO, 2011).
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FIGURA 2:I REPRESENTAGAO ESCIIUEMATICA DA ESTRUTURA DA PECTINA
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LEGENDA: Representagédo esquematica da estrutura da pectina de acordo com nomenclatura de
simbolos para representagao de glicanos (VARKI et al., 2015). DHA = &cido 3-deoxi-lixo-2-
heptulosarico; Kdo = acido 3 deoxi-mano-2-octulosoénico.

FONTE: O autor (2020).

A pectina € o polissacarideo mais complexo da parede celular das plantas,
constituindo cerca de 40% da parede celular de frutas e vegetais (CARPITA;
MCCANN, 2000; CAFFALL; MOHNEN, 2009). Este polissacarideo desempenha
diversas fungdes fisioldgicas como a diferenciagdo celular e protegdo da parede
celular contra a infecgéo por bactérias ou fungos proporcionando integridade e rigidez
no tecido vegetal (VORAGEN et al., 2009). Além disso, a pectina contribui para a
retencao de agua e formacao de géis, influenciando as propriedades mecénicas da
parede celular, tais como porosidade, fluxo de ions e manutencédo do pH (CARPITA,;
MCCANN, 2000; MOHNEN, 2008; VORAGEN et al., 2009).

As frutas citricas apresentam cerca de 30% do seu peso seco em pectina
sendo esta quantidade variavel de acordo com a espécie vegetal e a parte do fruto

(TABELA 1).



TABELA 1: QUANTIDADE DE PECTINA EM FRUTAS CITRICAS.

% de pectina

Frutas citricas Fracao (PS) Referéncia
Casca 23 MAglo'\é% al
Casca 17-25 K'A‘(Zé‘&t)a"
Laranja (Citrus sinensis L. Osbeck)
VENZON et al.
Polpa 11-18 (2015)
Polpa 12 MAglol\é%t al
Casca 13 MAglol\é%t al
Limao (Citrus limon (L.) Burm f) Casca 21-31 KA(;é‘&t)al'
Polpa 22 MAélor\é%t al.
Casca 22-28 K'Agg‘&t)a"
Toranja (Citrus paradisi Macf) RN et ol
Toda 9 (2007)
Laranja Azeda (Citrus aurantium L.) Toda 3-7 MA(F;%?; al.
Mikan (Citrus unshiu (Mak) Marc. Casca 3-16 MA(F;'ONO% al.
Lima (Citrus aurantifolia KAYA et al.
(Christimas) Swingle) Casca 27-34 (2014)

LEGENDA: PS = Peso seco

3.2.3 Extracdo da pectina

A extragao de pectina varia de acordo com a matéria-prima utilizada. Em geral,
0 processo consiste em (1) extracdo a partir do residuo de origem em meio aquoso

acido e (2) purificagao da fracao liquida e isolamento da pectina por precipitagdo em

alcool através da remogao da agua de hidratagédo (CANTERI et al., 2012).

A casca de laranja (albedo com ou sem flavedo) é a fonte de matéria-prima

majoritaria no processo de extragao de pectina, sendo relatados diferentes parametros

e métodos de extracdo (TABELA 2).
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A utilizacéo de acido € o método mais comum para extracao de pectina a partir
de residuos industriais de sucos de frutas, sendo que diferentes acidos podem ser
utilizados, como citrico, lactico, tartarico, oxalico e nitrico (THIBAULT et al., 1991;
JENSEN; SORENSEN; ROLIN, 2012; BUCHHOLT, 2016; STEPHEN; PHILLIPS;
WILLIAMS, 2016;). Além desses, pode-se utilizar também os &acidos cloridrico e
sulfurico, dependendo do produto que se deseja obter. A faixa do pH utilizada nos
processos é de 1,5 e 4,0 e temperatura entre 60 a 100 °C e tempo variando de 0,5 a
6,0 h (VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2011; STEPHEN; PHILLIPS;
WILLIAMS, 2016). A razado encontrada entre solido-liquido (peso seco/volume) é
geralmente de 1:18, porém, ha variantes com 1:15 para bagaco desidratado de macga
e 1:35 para bagaco desidratado citrico (SAKAI et al., 1993).

Apos o processo de extracdo, a pectina é separada do residuo através de
prensas e centrifugas e a sua precipitagado ocorre com adigao de metanol, etanol ou
2-propanol acima de 45% (m/v). O precipitado € lavado para remocgédo de
contaminantes, como metais pesados, residuos de agrotoxicos, acidos, compostos
fendlicos, pigmentos, oligossacarideos e proteinas. Por fim, a pectina precipitada é
coletada, seca e moida (SAKAI et al., 1993).

3.2.4 Aplicagbes da Pectina

O mercado de producao da pectina esta em constante crescimento devido ao
desenvolvimento de técnicas que aprimoram a sua extracdo de residuos
agroindustriais. Entre os anos de 2005 a 2015, a produgéo mundial de pectina cresceu
de 4x10* toneladas até 5x10* toneladas por ano (CIRIMINNA et al., 2016). Em 2019,
o mercado mundial de pectina chegou a 7,7x10* toneladas. A previsdo ainda é que,
entre os anos de 2020 e 2025, o mercado mundial de pectina chegue em 1x10°
toneladas (IMARC, 2020). O preco de 1 kg de pectina citrica de alto grau de metil-
esterificacdo no Brasil, em 2020, destinada industria de alimentos, esta em torno de
R$ 118,12 (QUIMIBRAS, 2020). Projeta-se que, entre 2020 e 2025, o mercado
mundial de pectina chegue de 1,1 até 1,5 bilhdes de ddlares (MARKETS AND
MARKETS, 2018).

Na industria alimenticia, a pectina é utilizada para promover o aumento de
viscosidade, funcionando como um estabilizante e protetor nos alimentos e bebidas,

sendo aplicada em iogurtes, bebidas e sucos de frutas concentrados, sobremesas de
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frutas e leite, produtos lacteos e de confeitaria. Dentre outras propriedades, pode ser
utilizada também para prevenir a flotacdo em preparados de frutas, estabilizar
produtos de panificagdo, controlar a sinérese e otimizar da textura dos alimentos
(CANTERI et al., 2012).

Diversos estudos estdo sendo realizados buscando ampliar a aplicagao da
pectina na area farmacéutica, onde esta sendo testada na formulagdo de alguns
antibidticos, com a anfotericina B (AmB), pois o conjugado pectina-AmB apresenta
menor toxicidade (KOTHANDARAMAN et al., 2017). Além disso, a pectina atua como
auxiliar na liberagao controlada de farmacos no aparelho gastrointestinal, quando em
conjunto com gel de silica (VITYAZEV et al., 2017); agente anticoagulante, apos
passar pelo processo de sulfatagdo (ROMAN et al., 2017); no combate ao cancer de
mama e outros tumores primarios, por apresentar atividade quimioprotetora
(LECLERE; CUTSEM; MICHIELS, 2013); na reducao do colesterol, por aumentar a
excrecado do acido da bile (THEUWISSEN; MENSINK, 2008); na remocao de ions
metalicos do organismo, como o mercurio e arsénio e como substrato para elaboragao
de compositos com outros materiais, para elaboragdo de plataformas para farmacos
(LARA-ESPINOZA et al., 2018).

Além disso, outras pesquisas estudam a possibilidade da utilizagdo da pectina
como substrato base para obtengdo de monossacarideos de interesse comercial
presentes na sua estrutura (BlIZ, 2015; STOCK et al.,, 2017). Levando em
consideracao a producéo de bagacgo de laranja devido ao processamento da fruta, de
aproximadamente 7x10° toneladas ao ano (BATTISON, 2011), o Brasil teria a
capacidade de gerar cerca de 3,5x10° toneladas de pectina ao ano (POURBAFRANI
et al., 2010), caso utilizasse todo esse residuo para esta finalidade. Isso equivaleria
cerca de 7 vezes a quantidade da demanda mundial de pectina, que é
aproximadamente de 5x10* toneladas ao ano. A utilizagdo desse volume excedente
poderia ser destinada a hidrélise da sua molécula para obtengao de monossacarideos
isolados, como o D-GalA. Dessa forma, impactaria positivamente no mercado
nacional, pois ndo desviaria substratos alimenticios ja utilizados para outras areas,
mas sim um substrato excedente que poderia gerar novos produtos com um valor

agregado maior.
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3.3 HIDROLISE ENZIMATICA DA PECTINA

Devido a possivel geragcao de lactonas resultantes da hidrolise acida, a
hidrolise enzimatica € uma das alternativas mais eficientes para hidrolisar a pectina,
uma vez que possui alta especificidade, condigbes brandas de processo e nao gera
subprodutos indesejaveis.

Para uma completa hidrélise da pectina a monossacarideos, € necessario um
conjunto de enzimas (FIGURA 3), as quais apresentam constantes cataliticas
diferentes, podendo limitar o rendimento do processo (MICARD et al., 1997). Além
disso, diferentes fatores podem impactar na hidrélise, como a inibi¢ao pelos produtos
formados, inibicdo por presenca de esterificacbes. As enzimas envolvidas na
degradacgdo da pectina sédo divididas em categorias definidas por suas agées em
esterases, hidrolases e liases (TABELA 3).

FIGURA 3: HIDROLISE DA PECTINA POR ENZIMAS PECTINOLITICAS
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LEGENDA: (A) Estrutura da pectina (regides de homopoligalacturonana e ramnogalacturonana); (B)
Acdo das enzimas endoenzimas na degradacdo da pectina; (C) Agdo das exoenzimas e enzimas
auxiliares (ramnogalacturonases, arabinases, galactases, xilanases e esterases); (D) Limitagdo da
agao das exoenzimas pela dependéncia da catalise promovida pelas enzimas auxiliares e pela inibigao
causada pelo produto; (E) Meio reacional apdés a reagdo enzimatica, com alguns oligbmeros
recalcitrantes restantes e muitos monossacarideos liberados.

FONTE: Adaptado pelo autor a partir de FARIAS (2014).
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TABELA 3: CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS

Enzima Numero EC Mecan|§mo de Produto
acéo ]
Pectina metil esterase 3.1.1.11 Hidrdlise Acido péctico + Metanol
Endopoligalacturonase 3.2.1.15 Hidrdlise Oligogalacturanatos
Exopoligalacturonase 3.2.1.67 Hidrdlise Monogalacturonatos
Endopolimetilgalacturonase ND ND Oligometilgalacturonatos
Endopoligalacturonase liase 4222 Trans-eliminacao Ollg(_)galacturanatos
insaturados
Exodopoligalacturonase liase 4.2.2.9 Trans-eliminagao Monpgalacturonatos
insaturados

LEGENDA: ND = N&o Definido; EC = Enzyme Commission
FONTE: JAYANI, SAXENA e GUPTA (2005).

As enzimas pectinoliticas s&o classificadas em dois grandes grupos,
esterases e despolimerases (hidrolases e liases) (FIGURA 4). Estas enzimas podem
apresentar o mecanismo de endo, agindo randomicamente na parte central, ou exo,
agindo a partir das extremidades (ALKORTA et al., 1998). As esterases (EC 3.1.1.11)
sdo responsaveis de removerem os grupamentos metil-éster nos residuos de D-GalA,
liberando metanol (SAKAI et al., 1993). As pectinas liases (EC 4.2.2.10), do grupo das
liases, realizam uma clivagem transelimanitava, despolimerizando a pectina ao clivar
as ligacoes glicosidicas através da [3-eliminacdo. Isto gera oligbmeros nao saturados
de pectina (SOLIS et al., 2009). As poligalacturonases (EC 3.2.1.15), do grupo das
hidrolases, realizam uma clivagem hidrolitica, tendo a capacidade de despolimerizar
a pectina a partir da hidrolise das ligacdes glicosidicas a-(1—4), gerando oligbmeros
saturados (VORAGEN et al., 2009).

FIGURA 4: ATUACAO DOS DIFERENTES TIPOS DE ENZIMAS NA ESTRUTURA DA PECTINA
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FONTE: Adaptado de JAYANI, SAXENA e GUPTA (2005).
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Pertencente a familia de enzimas que contribuem para a degradacédo da
pectina em inumeras plantas, as poligalacturonases agem sobretudo nas regiées HG
e RG da pectina. A utilizagao delas por parte das plantas superiores se deve ao fato
de elas estarem envolvidas na modificagcdo de substancias pécticas fundamentais
para o processo de amadurecimento das frutas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Desde de 2012, o Grupo de pesquisa Tecnologia Enzimatica e Biotecnologia
(LTEB) da Universidade UFPR investiga a cinética da hidrolise enzimatica da pectina,
assim como a producao via fermentacdo em estado sélido destas enzimas (BIZ et al.,
2014; STOCK et al., 2017) usando como substratos de reacdo a pectina e o acido
poligalacturénico da Sigma-Aldrich (P9135 e 81325, respectivamente).

Muitos trabalhos que estudam a hidrélise enzimatica da pectina possuem o
objetivo de aperfeicoar a produgao de etanol a partir da fermentagao de residuos
agroindustriais ricos em glucose, frutose e sacarose. Nestes trabalhos, a presenga do
D-GalA nao é vantajosa, pois as leveduras utilizadas nestes processos, se nao forem
modificadas geneticamente, ndo sao capazes de metabolizar D-GalA, levando a
inibicdo das enzimas durante o processo (ALVIRA et al., 2010; WIDMER; ZHOU;
GROHMANN, 2010; PROTZKO et al., 2018;). Além disso, a hidrdlise enzimatica da
pectina tem aplicacdo na industria téxtil e de papel, para separacao de fibras finas
presentes no tecido vegetal, (JACOB et al., 2008) e na clarificagdo de sucos e vinhos
(RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2008; UMSZA-GUEZ et al.,, 2011; ONGARATTO;
VIOTTO, 2015; AHMED; SOHAIL, 2020). Apesar dos varios estudos desenvolvidos
sobre a hidrélise da pectina, poucos objetivam a produgao do D-GalA como produto
primario e de valor agregado, limitando-se aos sistemas de separagao do produto, ou

seja, na forma de remover o D-GalA do meio reacional.

3.4 ACIDO D-GALACTURONICO

O acido D-galacturénico (D-GalA) é o principal componente da estrutura de
HG na pectina, sendo aproximadamente 70% da sua massa total (YAPO, 2011;
MARTINS et al., 2020; VIDGREN et al., 2020). A hidrdlise da pectina para produgao
de D-GalA é feita com um pool de enzimas chamado genericamente de “pectinases
ou extrato pectinolitico” contendo metil esterases, poligalacturonases e liases
(ALKORTA et al., 1998).
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A aplicagao de D-GalA é na industria alimenticia, como agente acidificante, e
na industria quimica, como surfactante e agente tensoativo (RICHARD; HILDITCH,
2009; MOJZITA et al., 2010;). Outra aplicacdo potencial para o D-GalA é a sua
utilizagdo como substrato de fermentagcéo para geragdo de etanol na presencga de
outros carboidratos. Contudo, a presenca do D-GalA no meio reacional pode inibir o
processo de fermentacdo dos demais carboidratos em solugcdo. A elaboragdo de
cepas modificadas de Saccharomyces cerevisiae pode tornar viavel a fermentagao
concomitante do D-GalA na presenga de outros carboidratos (PROTZKO et al., 2018;
JEONG et al., 2020).

D-GalA também pode ser biotransformado por microrganismos
geneticamente modificados, tornando-se precursor de substancias com maior valor
agregado (RICHARD; HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010). A expressao da D-
galacturénico redutase de Aspergillus niger ou da uronato desidrogenase de
Agrobacterium tumefaciens em S. cerevisiae leva a conversdo de D-GalA a
metabdlitos mais reduzidos ou oxidados, como os acidos L-galacténico e mucico
(meso-galactarico), respectivamente (FIGURA 5) (MARTINS et al., 2020).

FIGURA 5: ESTRUTURAS DOS ACIDOS D-GALACTURONICO, MESO-GALACTARICO E
GALACTONICO
COOH B)
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LEGENDA: (A) Acido D-galacturénico; (B) Acido mucico e (C) Acido L-galacténico

No inicio do século XX, o acido mucico era utilizado em combinagdo com
carbonato na preparagcao de massas. Essa combinacgao liberava didoxido de carbono
lentamente, sendo considerado um agente para auto crescimento em massas de paes
(WILLIAM, 1929). Atualmente, o acido mucico € utilizado como aditivo alimentar,
possuindo caracteristicas semelhantes ao acido L-tartarico, sendo responsavel pelo
sabor azedo em doces, estabilidade da clara de ovo e ingrediente ativo no fermento
em po. Na industria de cosméticos, € utilizado como ingrediente em produtos para
cuidado da pele, apresentando funcdes de protecdo a poluicao e ao envelhecimento
(LEWKOWSKI, 2001).
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O acido mucido pode ser convertido em acido adipico (LI et al., 2014),
precursor do poli(hexametileno adipamida) (Nylon 6,6), ou no acido 2,5-
furandicarboxilico (em inglés, furandicarboxylic acid, FDCA) (VIDGREN et al., 2020),
que apresenta um grande potencial para substituir o acido tereftalico. Este ultimo é
usado na producdo de poliésteres, como o tereftalato de polietiieno (PET) e o
tereftalato de polibutileno (PBT). O mercado mundial de PET é de aproximadamente
$ 25,5 bilhdes, enquanto que o de PBT é de $ 2,4 bilhdes (BUSINESSWIRE, 2018;
GRAND VIEW RESEARCH, 2019).

Além disso, o FDCA pode ser transformado através de reacbes quimicas
relativamente simples, gerando um numero considerado de derivados. Quando
reduzido seletivamente, pode-se produzir compostos parcialmente hidrogenados,
como o 2,5-di(hidroximetil)furano, ou totalmente hidrogenados, como o 2,5-
bis(hidroximetil)tetrahidrofurano. Esses dois tipos de materiais podem atuar como
alcoois na producéo de poliésteres. Deste modo, o FDCA e seus derivados podem
levar a criacdo de uma nova familia de polimeros a partir de fontes renovaveis,
derivados exclusivamente do bagaco de laranja (WERPY; PETERSEN, 2004).

O acido L-galacténico, outro composto que pode ser obtido a partir de D-GalA,
€ um intermediario na via de reducéo do D-GalA em Aspergillus niger. Ele apresenta
propriedades similares as do acido D-glucénico, que tem um mercado bem
estabelecido na industria de cosméticos como aditivo, na industria alimenticia como
acidulante, na industria de produtos de limpeza devido as propriedades como agente
quelante, e na construcao civil, como aditivo na formulagdo de concreto (RICHARD;
HILDITCH, 2009). Além disso, o acido L-galacténico € também um precursor da
sintese do acido L-ascérbico (vitamina C) (DI MATTEO et al., 2010; KUIVANEN et al.,
2012). A L-galactono-1,4-lactona, a forma do acido L-galacténico em pH acido, pode
ser oxidada em L-ascérbico quimicamente ou através de processo fermentativo
(ROLAND et al., 1986; CSIBA et al., 1993).

Uma outra aplicagdo do acido L-galactonico é a produgao de acido L-treo-3-
deoxi-hexulosbnico/2-ceto-3-desoxi-L-galactonico (L-2KDGal), através da expressao
da L-galactonico hidratase em S. cerevisiae (MATSUBARA; KATAOKA; KISHIDA,
2019). Como os carboidratos ceto-deoxi acidos tém sido considerados como
potenciais compostos lideres para o desenvolvimento de antibioticos, agentes virais e

medicamentos, o L-2KDGal pode se tornar um novo composto lider para reagentes
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bioativos (NISHIYAMA; INOUE; OJIMA, 2017).Infelizmente, o acido L-galacténico é
atualmente caro e ndo amplamente utilizado.

Considerando as aplicagdes acima, D-GalA se apresenta como um composto
intermediario para a producédo de outros compostos de alto valor agregado. Assim
sendo, é fundamental encontrar uma rota de obtencdo de baixo custo e
ecologicamente correta, como um sistema de biorrefinarias utilizando matérias-primas

ricas em pectina, como o bagaco de laranja.

3.5 REOLOGIA DE PECTINAS

A reologia é definida como a ciéncia que estuda a deformagéo e o fluxo dos
materiais quando estes sdo submetidos a uma determinada tensdo (BARNES;
HUTTON; WALTERS, 1989; SCHRAMM, 2006). Deste modo, os materiais podem ser
divididos em sélidos e liquidos. Em geral, os sélidos ideais apresentam deformacao
elastica, na qual o material volta a forma original ap6s a remogao da tensao
inicialmente aplicada. Por outro lado, os liquidos considerados fluidos ideais
apresentam deformacao irreversivel, quando submetidos a uma tensao, sem retornar
ao estado original, pois a energia aplicada sobre a solugéo ¢ dissipada em forma de
calor, sem ser recuperada apos a retirada da tensdo (SCHRAMM, 2006).

Aléem disso, alguns materiais, como a pectina, sdo considerados
intermediarios e denominados como viscoelasticos. Estes materiais, por serem
intermediarios (ou um estagio de transi¢do), podem apresentar comportamentos
reoldgicos mais proximos ao elastico, como os solidos, ou mais viscoso, como 0s
liquidos. Esses comportamentos sdo diretamente relacionados com a tensao,
frequéncia e temperatura aplicados ao sistema, além da concentracédo e do tipo de
material em solugdo (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHRAMM, 2006).

A pectina é principalmente utilizada como gelificante e espessante. Dessa
forma, este polissacarideo modifica o meio fisico de onde se encontra, formando
solugdes viscosas ou rede intermoleculares de géis. A principais fontes de pectina
para estas finalidades s&o as de origem citrica e de maga (CHAN et al., 2017).

Varios fatores podem influenciar no mecanismo de gelificagdo da pectina
como o seu grau de meti-esterificagédo, a concentracao, o pH e a temperatura do meio
e o0 método de extragcdo. Assim, ha trabalhos que analisam as caracteristicas

gelificante e espessante da pectina em diferentes concentragbes e temperaturas
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(BALDINO et al., 2018), métodos de extracdo e modificacdo estrutural da pectina;
(KAYA et al., 2014; VENZON et al., 2015; FRACASSO et al., 2018), valores de pH
(YEOH; SHI; LANGRISH, 2008; TIWARI; SAHA; YADAV, 2017; YULIARTI; HOON;
CHONG, 2017), e variacdo do grau de metil-esterificacdo (MORRIS; FOSTER,;
HARDING, 2000; ROSENBOHM et al., 2003; CHAN et al., 2017).

A analise do comportamento reologico de sistemas pécticos desempenha um
importante papel para a qualidade do produto final, permitindo determinar-se
capacidade de formagao de géis, além de auxiliar na elaboragdo e avaliagdo de
equipamentos de processos, como bombas, tubulagdes, trocadores de calor,
evaporadores, esterilizadores e agitadores (AHMED; RAMASWAMY’; NGADI, 2005).
Além disso, as propriedades reoldgicas também desempenham um papel fundamental
na analise das condicbes de fluxo nos processos alimenticios, tais como
pasteurizacao, evaporacao e secagem (FANI, 2017).

Devido a importancia dos parametros reoldgicos em processos industriais,
pectinas oriundas de diferentes variedades de frutas sdo analisadas reologicamente
(VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2012; RAO, 2014; YULIARTI; HOON;
CHONG, 2017; BARBIERI et al., 2019). Além disso, a reologia também é utilizada
para avaliar o impacto de tratamento enzimaticos nos processos de clarificagoes de
sucos (UMSZA-GUEZ et al., 2011; ONGARATTO; VIOTTO, 2015; AHMED; SOHAIL,
2020;).

Para pectina de laranja, a reologia geralmente € empregada para analise de
comportamento de fluxo em sistema estacionario e para avaliar o mecanismo de
gelificagdo em sistema oscilatorio dindmico (SOUSA et al., 2015; VENZON et al.,
2015; CHAN et al., 2017; BALDINO et al., 2018; FRACASSO et al., 2018).

A atividade de pectinases pode ser mensurada atravées da queda da
viscosidade, utilizando a analise viscosimétrica. Pectinas de citricos foram diluidas em
tampao acetato 0,1 M pH 5,0 na concentragdo de 0,5% (m/v) e analisadas por
viscosimetro capilar com termostato acoplado. Apds a adigdo da pectina liase (Bio-
Prep 3000 L, Novo Nordisk, Denmark), a atividade foi calculada com base nos
diferentes tempos de escoamento, de reagéo e concentragéo de enzima (GUSAKOV
et al., 2002). Utilizando o viscosimetro capilar, pode-se também calcular a atividade
das pectinases através da reducado da viscosidade do meio reacional. Neste caso,
utilizou-se pectina na concentracao de 1% (m/v) em tampéao citrato-fosfato 0,1 M pH

4,0 com adigao de 0,5 mL da solugéo enzimatica (poligalacturonases produzidas por
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Corticium rolfsii). Arbitrariamente, uma unidade viscosimétrica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de reduzir a viscosidade inicial em 50% em 1 minuto de
reacao (TAGAWA; KAJI, 1988).

O viscosimetro rotacional também é outra ferramenta que ja foi utilizada para
determinacao de atividade de pectinases através da viscosidade. Para a obtencéo da
atividade e das variaveis cinéticas da pectinase, foram utilizadas diferentes
concentragdes de pectina (0,5 até 4% (m/v)) e uma concentragao fixa de enzima
(0,1% (v/v)), diluidas em tampé&o citrato pH 3,5, em diferentes temperaturas (15 °C até
45 °C). A atividade de pectinase foi definida como a concentragao de enzimas capaz
de hidrolisar 0,0025% de pectina (m/v) por segundo, entre 0% e 0,5% de concentragao
enzimatica a pH 3,5 e 35 °C (MUTLU et al., 1999).

Contudo, para determinacdo de atividade de pectinases por viscosimetro
rotacional, ndo existe um consenso de quais seriam as melhores condi¢des de ensaio
e de calculo de atividade, como a concentragdo, quantidade de enzima para reduzir a
viscosidade, dificultando a comparagdo dos resultados (GUSAKOV et al., 2002).
Entretanto, ndo existem trabalhos publicados de estudo da atividade de enzimas
pectinoliticas por rebmetro rotacional. Deste modo, no presente estudo, foi
desenvolvida uma patente (APENDICE), que busca quantificar a atividade enzimatica
de pectinases em dispersdes de pectina através da queda da viscosidade complexa

determinada por redbmetro rotacional.
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ABSTRACT

Brazil is the main orange producer in the world and consequently is also the
country that processes this fruit the most. The orange is mainly destined to the
production of orange juice, generating about 5.6 million tons per year of moist orange
bagasse, composed of peel, pulp and seeds. This bagasse is rich in polysaccharides,
mainly pectin. Pectin is composed of several monosaccharides, but D-galacturonic
acid (D-GalA) is the most abundant, composing about 70% of monomers in orange
pectin. D-GalA can be used as an acidifier and surfactant in the food and chemical
industries, respectively. In addition, D-GalA can also be converted to mucic and L-
galactonic acids, important precursors of bioplastics and cosmetic additives. D-GalA
can be obtained by hydrolysis of pectin either by chemical or enzymatic processes.
Chemical hydrolysis uses acids at high temperatures (80 to 100°C) and low pH values
(1.0 to 3.0) that can cause degradation of the products into lactones. Enzymatic
hydrolysis does not present this problem since lower temperatures (20 to 40°C) and
higher pH values (4.0 to 6.0) are used. However, the concentration of pectin in the
dispersion can interfere with the enzymatic hydrolysis, decreasing enzyme activity due
to mass transfer problems. Thus, the purpose of this study was to perform a chemical
and rheological characterization of pectin extracted from orange bagasse and to follow
the complex viscosity drop during enzymatic hydrolysis using a rotational rheometer.
The pectin from wet orange bagasse (WOP-DI) and Sigma citric pectin (CP) fractions
presented a broad peak profile in HPSEC-MALLS-RI.—The monosaccharide
composition showed that the WOP-DI fraction presented 69% (w/w) D-GalA, a value
closer to the CP used, with about 79% (w/w) D-GalA. The degree of methyl
esterification of the samples was 74% and 48%, respectively. During the enzymatic
hydrolysis assay, the WOP-DI fraction presented a reduction higher than that found in
the CP fraction. HPLC tests confirmed that D-GalA was released in the samples during
enzymatic hydrolysis for WOP-DI and CP. The enzymatic activity was calculated based
on the reduction of complex viscosity, reaction time and volume of enzyme used. This
study is the first to propose the use of rheology to follow pectinase action based on the
complex viscosity drop of pectin dispersions from orange bagasse in different
concentrations.

Keyword: Orange bagasse, pectin, enzymatic hydrolysis, D-galacturonic acid,
rheology, complex viscosity, rotational rheometer
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1 INTRODUCTION

Brazil is the largest orange juice producer in the world with about 60% of the
volume produced globally. It is estimated that in the harvest between May 2019 to April
2020, around 15.7 million tons of orange were produced (FUNDECITRUS, 2020) with
71% this total destined to processing the industrialized juice (BARROS; BERK, 2018).

Approximately 50% of orange used for juice processing ends up as wet
bagasse (peel, pulp and seeds) (CIRIMINNA et al., 2016). In the country, this industrial
waste is generally intended for production of animal feed (POURBAFRANI et al., 2010)
and obtention of pectin, mainly from the peels, for the food industry (RICHARD;
HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010; KUTE et al., 2019). Orange bagasse (peel
and pulp) can produce around 11 to 25% yield pectin ( MARIN et al., 2007; KAYA et
al., 2014; VENZON et al., 2015). However, despite these relevant applications, the
majority of the orange bagasse is still disposed of in landfills, due to the excessive
amount of this waste produced by the industry (BATTISON, 2011).

Pectin, a complex polysaccharide present in the primary cell wall of plants, one
of the high value-added products from industrial orange waste, are comprised of three
main classes of polymers: homogalacturonan (HG), rhamnogalacturonan | (RG-l) and
rhamnogalacturonan 1l (RG-Il) (CARPITA; MCCANN, 2000; CAFFALL; MOHNEN,
2009). Regarding their monosaccharide composition, these structures are mainly
constituted of galacturonic acid (D-GalA), galactose (Gal), arabinose (Ara), and
rhamnose (Rha). Theses polysaccharides are soluble dietary fibers widely used in the
food industry as emulsifier, texturizer, thickener, and gelling agent (STEFFE, 1992;
CHAN et al., 2017). In addition, they can be applied in biomedical, pharmaceutical, and
cosmetics fields (MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012; MUNARIN et al., 2015; CHAN et
al., 2017; NOREEN et al., 2017). Additionally, products with high added value such as
the monosaccharides arabinose, rhamnose and mainly D-galacturonic acid (D-GalA)
have been produced from pectin (RICHARD; HILDITCH, 2009; POURBAFRANI et al.,
2010; CIRIMINNA et al., 2016; STOCK et al., 2017).

D-GalA, one of these high value-added products, represents about 70% of the
monomers in orange pectin structure (YAPO, 2011). The acid monosaccharide D-GalA
is being used as acidifier, surfactant, and converted into other value-added compounds
such as mucic acid and L-galactonic acid (MARTINS et al., 2020). L-galactonic acid
can be converted into ascorbic acid (vitamin C) or in |-threo-3-deoxy-hexulosonic
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acid/2-keto-3-deoxy-l-galactonic acid (KUIVANEN et al., 2012; MATSUBARA;
KATAOKA; KISHIDA, 2019). The mucic acid is an important intermediate in the
synthesis of bio-plastics due to its conversion into furan-2,5-dicarboxylic acid (FDCA)
(RICHARD; HILDITCH, 2009; VIDGREN et al., 2020). Therefore, D-GalA presents
itself as an important material for industrial applications. However, it is essential to find
a low-cost and environmentally friendly route, using raw materials rich in pectin, such
as orange bagasse.

Pectin can be hydrolised either by chemical or enzymatic processes. In the
chemical hydrolysis, hydrochloric and sulphuric acids are used, at high temperatures
(80 to 100 °C) and low pH values (1.0 to 3.0) (RUANO et al., 2019). However, under
these conditions, D-GalA can be degraded into lactones and furfurans, losing its
economic value (BLAKE, J.D.; RICHARDS, 1968; FAZIO et al., 1982). The enzymatic
hydrolysis using pectinases presents advantages in relation to the acid hydrolysis,
given that the reaction conditions are milder, usually 20 to 40°C and pH 4.0 to 6.0.
Under these conditions, degradation of D-GalA is avoided (STOCK et al., 2017).

The kinetics of enzymatic hydrolysis of pectin is followed usually by chemical
analytical methods, such as colorimetric (MILLER, 1959) and chromatographic
methods. However, these methods are often expensive, may suffer from interference
from other compounds and may not quantify the activity simultaneously with the
reaction. Alternatively, capillary viscosimeters have been used to follow enzymatic
hydrolysis, but are restrict to low concentrations pectin samples (0.5% at 4% (w/v))
(GUSAKOV et al., 2002; JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009; PATIDAR et al.,
2018).Therefore new strategies for monitoring the process of enzymatic hydrolysis in
pectins are still needed.

Thus, this study has three main objectives: (1) to extract pectin with citric acid
from orange bagasse; (2) to characterize the extracted pectin; and (3) to analyze the
rheological behavior of pectin dispersions during enzymatic hydrolysis using a

rotational rheometer.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 REAGENTS AND MATERIALS

Trifluoroacetic acid (TFA), glucose (purity >99 %), glucuronic acid (>99 %),
xylose (>99 %), rhamnose (>99 %), mannose (>99 %), arabinose (>99 %), D-GalA
(>97 %), citric pectin - CP (>74 %), citric acid (>99.5%), NaBHa4, acetic anhydride
(>99%), NaNOz2 (>99%), pyridine (>99%), D20, m-hydroxybiphenyl (>90%) and CHCl3
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Ethanol (99.5 %) and acetic acid
(99.7 %) were obtained from Biotec (Cotia, Brazil), while sodium acetate, sulfuric acid,
3,5-dinitrosalicilic acid (DNS), sodium tetraborate decahydrate, NaOH and methanol
(>99,8%) were obtained from VETEC (Duque de Caxias, Brazil). NaN3 (>99%) was
purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

The commercial pectinase extract Pectinex Ultra Clear (PUC), was provided
by Novozymes (Araucaria, Parana, Brazil). This extract presented an activity of 10 768
U mL", as determined by the DNS (2-hydroxy-3,5-dinitrobenzoic acid) method
(MILLER, 1959) using Sigma citric pectin as substrate.

The wet orange bagasse was supplied by the orange processing industry
Super Suco - Industria de Sucos Naturais (Fazenda Rio Grande, Brazil). This material
was collected, immediately frozen and stored in plastic bags at -5 °C until use. Prior
extraction, the orange bagasse was manually cut to produce particles between 0.5 cm

and 1 cm in size.

2.2 MOISTURE DETERMINATION

The moisture of the wet orange bagasse was determined on a moisture
analyzer with infrared-coupled detector B-TOP RAY W-13.2 VA (Bel Engineering,
Italy). The equipment was set at an initial temperature of 105 °C, ending the analysis
when the mass variation was less than 0.2% in a time interval greater than 15 s. The

tests were performed with 3 g of samples, in duplicate.
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2.3 EXTRACTION OF PECTIN FROM ORANGE BAGASSE

The acid extraction of pectin was carried out according to Figure 1. Wet orange
bagasse (200 g) was treated with 99% ethanol (1:9) under reflux for 30 min at 80 °C,
producing the ethanolic extract and alcohol insoluble residue (AIR). Pectin was
extracted from the AIR with 5% (w/v) citric acid (1:12 v/v), pH 2.0 for 2 h at 80 °C. The
acid extract was centrifuged (12.000 x g; 20 min at 10 °C), and precipitated with 99%
ethanol (3:1, v/v). The product obtained was denominated WOP (pectin from wet
orange bagasse). WOP fraction was dialyzed with ultrapure water for 72 h (6-8 kDa),
precipitated with 99% ethanol (3:1, v/v) and then lyophilized at 0.1 mbar, -45 °C for 24
h (Jouan LP3 lyophilizer Allergd- Frederiksborg, Denmark). The fraction obtained was

named WOP-DI (dialyzed pectin from wet orange bagasse).

Orange bagasse

l

Wet orange bagasse
(200 g)

‘ EtOH 99%, 80 °C, 30 min

l I

Ethanolic extract AIR-W
(37.5%) (62.5%)

Citric acid extraction 5% (w/v), pH 2.0, 80 °C.2 h

Centrifugation 12.000 x g, 10 °C, 20 min

Residue-W Acid extract-W

EtOH 99% precipitation (3:1 v/v)
Freeze-dryer, 48 h
¥y

k.

WOP
(10.4%)
Dialysis (6 — 8 KDa)

EtOH 99% precipitation (3:1 v/v)
| Freeze-dryer, 48 h

WOP-DI
(10.3%)

Figure 1 Acid-extracted polysaccharides from wet orange bagasse.

AIR-W = alcohol insoluble residues from wet bagasse; Residue-W = residue from wet bagasse; Acid
extract-W = acid extract obtained from wet bagasse; WOP = pectin from wet orange bagasse; WOP-DI
= dialyzed pectin from wet orange bagasse



41

2.4 QUANTIFICATION AND IDENTIFICATION OF URONIC ACIDS

To measure the uronic acid content of pectin fractions, the colorimetric m-
hydroxybiphenyl method was used with D-GalA solution as standard (0-250 mg L")
(BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN, 1973). Initially, 0.5 g NaOH was dissolved in
approximately 80 mL distilled water. Then 0.15 g m-hydroxybiphenyl was added and
placed under magnetic stirrer until dissolved. Next, 1.2 mL of 12.5 mmol L-! sodium
tetraborate decahydrate in sulfuric acid was added to tubes containing of 200 uL
samples, then cooled in an ice-water bath. Next, the tubes were shaken in a vortex
mixer, heated in a boiling water bath (5 min), and cooled in an ice-water bath. After
that, 20 uL of m-hydroxybiphenyl solution was added to the tubes, followed by shaking
for 5 min. The absorbance of the samples was read at 520 nm. For standard, 0.5%
NaOH was added in place of the sample.

The uronic acid type identification was determined by anion exchange
chromatography with pulse amperometric detection (HPAEC-PAD). The samples
WOP-DI and Sigma citric pectin (CP) were hydrolyzed with 2 mol L' TFA (8 h, 100
°C), then dried and washed three times with methanol, until the acid was totally
removed. Samples (1 mg mL-") were filtered with a 0.22 ym membrane and then
injected into a Thermo Scientific Dionex ICS-5000/DC/SP/ASDV(USA) with CarboPac
PA20 column (3x150 mm). The data were collected and analyzed using the

Chromeleon TM 7.0 Chromatography Data System software.

2.5 DETERMINATION OF NEUTRAL MONOSACCHARIDES

Neutral monosaccharides were determined by total acid hydrolysis with 2 mol
L' TFA (8 h at 100 °C), followed by alditol acetates conversion by NaBHa4 reduction
(10 min at 100 °C) and acetic anhydride (Ac20)-pyridine (1:1 v/v, 1 mL) acetylation, at
100 °C for 30 min. The resulting alditol acetates were extracted with CHCI3s, and the
samples were analyzed in a Thermo Scientific Trace GC Ultra gas chromatograph,
with a mixture of He and N2 with compressed air (1 mL min~") as a carrier, detector
and flame at 250 °C, fueled by H2 and synthetic air (21% Oz and 79% N2) using a DB-
225-MS column (0.25 mm internal diameter x 30 m x film thickness 0.25 um),

programmed from 100 °C to 230 °C at a heating rate of 60 °C min~'. The alditol
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acetates were identified by their profiles, and the retention times were compared with
standards.
The proportions of homogalacturonan (HG) and rhamnogalacturonan type |

(RG-I) were calculated according to M’sakni et al. (2006):

HG = D-GalA — Rha (1)
RGI = [D-GalA (%) — HG (%)] + Rha + Ara + Gal (2)

Where:
HG = Homogalacturonan; RG-l = Rhamnogalacturonan type |I; Rha = Ramnose;

Ara = Arabinose; Gal = Galactose; D-GalA = D-galacturonic acid

2.6 HIGH PERFORMANCE SIZE EXCLUSION CHROMATOGRAPHY- HPSEC

The elution profiles of the soluble pectin fractions (1 mg mL™") were analyzed
by high performance size exclusion chromatography, coupled with multi-angle laser
light scattering (DSP-F, Wyatt Technology, USA) and refractive index detectors
(Waters 2410, USA) (HPSEC-MALLS-RI). The injected volume was 500 upL. The
chromatography was carried out on a Waters system containing four columns packed
with Ultrahydrogel® 2000, 500, 250, and 120 connected in series, with exclusion limits
of 7x108, 4x10°, 8x10%, and 5x10% g mol™', respectively. The flow rate was 0.6 mL
min -* with 0.1 mol L=" NaNOz2 in the mobile phase and 0.2 g L-' NaNs as a preservative,
at 25°C. The data were collected and processed using Wyatt Technology ASTRA

software, version 4.70.07. The elution profile of CP was used as a standard.

2.7 ANALYSIS OF DEGREE OF METHYL-ESTERIFICATION BY NUCLEAR
MAGNETIC RESONANCE (NMR) SPECTROSCOPY

The values of degree of methyl-esterification (DM) of the samples WOP-DI and
CP were determined by 'H-NMR spectroscopy integrating the hydrogen areas
corresponding to H-1 and H-5 of unesterified a-D-GalAp units and H-1 and H-5 of
esterified a-D-GalAp units, DM = (JA-[B)/(JA+|B), as described by Grasdalen, Bakgy and
Larsen (1988).
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The samples were deuterium-exchanged three times by freeze drying with a
D20 solution and finally dissolved in D20 and transferred to a 5 mm NMR tube. Mono-
dimensional ('"H-NMR) spectra were acquired at 70 °C with a Bruker Avance Ill 400
MHz equipped with a BBI 5mm probe (400 MHz) (Bruker, Billerica, Massachusetts,
USA). The chemical shifts of the polysaccharide were expressed as d (ppm) and the
data was collected and processed using the Software TOPSPIN, version 3.1 (Bruker

Biospin, Rheinstetten, Germany).

2.8 DETERMINATION OF PECTINOLYTIC ACTIVITY

To evaluate the pectinolytic activity, the release of reducing carbohydrates
from the hydrolysis of Sigma citric pectin (CP) was determined with the DNS
colorimetric method (MILLER, 1959). A jacketed glass reactor with a maximum
capacity of 50 mL was used, connected to a water bath at 32 °C, with circulation
through silicone tubes. In the glass reactor, 20 mL of 1% (w/v) CP solution was added
in 0.2 mol L' pH 4.5 sodium acetate buffer. After stabilization at 30 °C, 1 mL of diluted
(1:1000) enzymatic extract was added to the reactor. Aliquots of 0.5 mL were removed
each 30 s, following the reaction for 5 min. Each aliquot was added in a 10 mL test
tube, in an ice bath. The tubes received 0.5 mL of DNS and were then placed in a
boiling bath for 5 min. After that, 4 mL of chilled distilled water was added. Finally, the
samples were read in a spectrophotometer at 540 nm.

2.9 RHEOLOGICAL ANALYZES

Rheological analyzes of pectin dispersions of WOP-DI and CP were conducted
on a HAAKE Mars Il rheometer (Thermo Electron GmbH, Germany) coupled with a
thermostatic bath (K15, HAAKE), water-circulator (DC5B3, HAAKE) and a Peltier
temperature controller (TC 81, HAAKE). The sensor used was of the cone-plate type
with a diameter of 60.0 mm and a cone angle of 2.0° (C60 2.0°/TiL) with an annular
gap size of 1.0 mm. The data was collected and processed using the RheoWin Data
Manager software (Version 4.86.0002, HAAKE)
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2.9.1 Steady-state shear measurements

The steady-state shear experiments for dispersions of the extracted pectin
samples WOP-DI and CP were carried out in the shear rate range of 0.01 - 100 s™' for
600 s in CR mode (BARBIERI et al., 2019). The rheological behavior of the pectin
dispersions described by the flow curves were fitted to the Herschel-Bulkley and
Ostwald-de-Waele models. The Herschel-Bulkey and Ostwald-de-Waele model are
represented by the equations 1=tp+Ky" and t=Ky" respectively, where t is shear stress
(Pa), 1o is yield limit stress (Pa), y is shear rate (s™), K is the consistency coefficient
(Pa.s), and n is the flow behavior index (dimensionless) that signifies the extent of
deviation from Newtonian behavior (RAO, 2014).

2.9.2 Dynamic shear measurements

Oscillatory stress sweeps between 0.001 and 100 Pa were performed for
pectin dispersions from the extracted pectin sample WOP-DI and CP at a frequency of
1.0 Hz and at 30 °C to determine their linear viscoelastic range. Frequency sweep
measurements were carried out at 0.1 Pa, a shear stress value within the linear

viscoelastic range; the frequency sweeps were from 0.02 to 100 Hz, at 30 °C.

2.9.3 Rheological measurements during enzymatic hydrolysis

The rheological parameters were performed to follow the kinetic of the
enzymatic hydrolysis of the pectin samples. The experiment was performed according
to a modified methodology (BEUX, 2017). The experiments were done with pectin
concentrations of 3%, 5%, 7% and 10% (w/v) of the extracted pectin sample WOP-DI
and CP. The samples were solubilized and analyzed in acetate buffer pH 4.5, 0.2 mol
L-" at 30 °C, optimal conditions for pectinase activity. Then, 150.0 uL of the enzymatic
extract PUC previously diluted in acetate buffer pH 4.5 0.2 mol L', was added in order
to obtain the ratio 1:100 and 1:1000 (v/v) in 3%, 5%, 7% and 10% (w/v) pectin at 3.0
mL of pectin dispersion. Then the samples were mixed for 5 s and immediately
transferred to the rheometer plate. For each sample, time scans were performed with
8 measurements of the elastic module (G'), viscous module (G") and complex viscosity

(n*) for 10 min at a fixed frequency of 1.0 Hz at 30 °C. The experiments were performed
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in duplicate with mean and standard deviation evaluated by the statistical software

Graphpad Prism 5.

2.10 HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY — HPLC

HPLC analysis of pectin samples, before and after enzymatic hydrolysis, were
conducted on a Agilent 1260 Infinity Bio-Inert Quaternary LC System (Santa Clara,
USA) fitted with a Hi-Plex H Guard Cartridges 5x3 mm pre-column linked to an Hi-Plex
H AGPL1170-6830 organic acid analysis column (300 x 7.7 mm; Agilent Technologies;
Santa Clara, EUA), at 50 °C. The eluent was 1 mmol L' H2SO4 at a flow rate of 0.4 mL
min-! at 40 bar. Previously to injection, pectin samples (3 mL) were boiled for 10 min,
cooled and filtered through a 0.45 ym PVDF (Hydrophobic Polyvinylidene Fluoride,
Durapore) membrane. Different concentrations (0 - 2 mg mL-") of D-GalA from Sigma
as standard for calibration of the curve. The GalA was identified by its profiles, and

retention times were compared with standards.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 EXTRACTION, ELUTION PROFILE AND CHEMICAL COMPOSITION OF THE
PECTINS OBTAINED FROM ORANGE BAGASSE

The pectin was extracted from wet orange bagasse by citric acid 5% (w/v),
which presented 83.5% moisture (dry basis). The calculation of pectin yield was based
on the dry mass of the orange bagasse. Thus, after the acid extraction (Fig. 1), the
fraction WOP showed a 10.4% yield, and it was directed to a process of dialysis for the
removal of low-content compounds giving rise to the fraction WOP-DI.

WOP and WOP-DI fractions were analyzed by high performance size
exclusion chromatography (HPSEC-MALLS-RI) and their elution profiles were
compared to a commercial sample Sigma citric pectin (CP) (Fig. 2).

The refractive index detector (RIl) showed that WOP fraction presented a
heterogeneous elution profile with a main peak eluting at retention time between 35
and 55 min and a high concentration of low molar mass compounds observed in

approximately 60 min (Fig. 2).
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However, after the dialysis process, as demonstrated by WOP-DI fraction, the
absence of this low molar mass peak at 60 min can be observed, resulting a broad
peak at retention time between 35 and 65 min. This result demonstrate that dialysis
step was effective in removing them and avoiding their interference in subsequent
tests.

CP fraction presented by RI detection a broad peak at retention time between
35 and 60 min resembling to WOP-DI elution profile.

The light scattering at 90° (LS) detector showed that all fractions presented
similar profiles chromatogram showing one peak around 40 min corresponding to the

high molar mass compounds (Fig. 2).
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Figure 2 HPSEC elution profile. Comparison between refraction index (R.I., continuous line) and light
scattering 90° (L.S., dotted line) sample profiles between pectin from wet orange bagasse (WOP,
purple), dialyzed pectin from wet orange bagasse (WOP-DI, green) and Sigma citric pectin (CP, black)

The determination of monosaccharide composition (Table 1) revealed that
pectin samples differ, principally in the amounts of D-galacturonic acid (D-GalA),
arabinose (Ara) and galactose (Gal). WOP presented lower amounts of D-GalA
(45.8%), and higher amounts of Ara (31.4%) and Gal (15.8%), compared to WOP-DI
fraction that presented higher amounts of D-GalA, about 68.8% and lower of Ara
(18.1%) and Gal (9.3). The dialysis process was efficient in removing lower molar mass
fraction, as demonstrated by RI profile of HPSEC chromatograms, that can probably
justify these differences in the monosaccharide composition. CP presented 79.3% of

D-GalA as expected in accordance with the manufacturer's specifications.
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Monosaccharide composition of pectin from wet orange bagasse (WOP), dialyzed pectin from wet orange

bagasse (WOP-DI), and Sigma citric pectin (CP).

Monosaccharide composition (%)*

Fraction HG RG-I°
D-GalA® | Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gal Gle
WwWOP 45.8 1.2 0.3 314 0.6 0.5 15.8 4.4 44.6 49.6
WOP-DI 68.8 1.2 0.1 18.1 0.4 0.5 9.3 1.6 67.6 29.8
CpP 79.3 2.3 - 2.1 0.3 0.1 14.4 1.5 77.0 21.1

D-GalA = D-galacturonic acid; Rha = Rhamnose; Fuc = Fucose; Ara = Arabinose; Xyl = Xylose; Man =

Manose; Gal = Galactose; Glc = Glucose; HG = Homogalacturonan; RG-l = Rhamnogalacturonan type I;

2% of peak area of neutral monosaccharide composition relative to the total peak area, determined by GLC.

b Uronic acids, determined using the m-hydroxybiphenyl method (Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973),

and identified by HPAEC-PAD.
¢ HG= GalA — Rha and RG-I= [GalA (%) — HG (%)] + Rha+Ara+Gal (M’sakni et al., 2006).

From the monosaccharide composition, it was possible to estimate the molar
percentage corresponding to HG and RG-I domains of the pectin using the equations
proposed by M’sakni et al. (2006). According to these calculations, HG domain
represents 67.6% and the RG-I domain 29.8% to the WOP-DI fraction, while the CP
fraction presented 77.0% HG and 21.1% of RG-I (Table 1). These values are in
agreement with the studies found in the literature that show that the citrus pectin
presents a higher proportion of HG (53.3-61.4%) and lower proportion of RG-I (14.0—
43.9%) (KRAVTCHENKO; VORAGEN; PILNIK, 1992; LIN; LOPEZ-SANCHEZ;
GIDLEY, 2016; TORKOVA et al., 2018). These proportions vary according to the
extraction conditions. The commercial extraction of pectins typically relies on acid
hydrolysis with strong mineral acids (HCI, HNOs, or H2SO4, pH 2.0 at 3.0), at different
temperatures (50 at 100 °C), where branched regions are reduced in these process
(CIRIMINNA et al., 2015; DRANCA; OROIAN, 2018). In addition, these samples
presented a smaller region of RG-l which is important since the increase in RG-1 in
the samples can give a negative effect on the activity of pectinases, since they
preferably act on linear chains of polygalacturonic acid (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005).

As WOP-DI and CP present the high proportion of HG (67.6% and 77%,
respectively) showed by the monosaccharide composition and the homogeneous
profile of both obtained by HPSEC-RI, both samples were selected to continue the

chemical and rheological analysis.
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3.2 DEGREE OF METHYL-ESTERIFICATION — DM

The degree of methyl-esterification of WOP-DI and CP was determined by 'H-
NMR as described by Grasdalen, Bakgy and Larsen (1988), where integration of peaks
from H-1 of —4)-a-D-GalAp-(1— units (5.10 ppm), H-1 and H-5 of —4)-a-D-6MeGalAp-
(1— units (4.96 and 5.05 ppm, respectively) corresponding to region A, and H-5 of
—4)-a-D-GalAp-(1— units (4.84 ppm) corresponding to region B (Fig. 3).

WOP-DI had a DM of 74%, corresponding to a high-methoxyl pectin (HM),
whereas CP had a DM of 48%, corresponding to a low-methoxyl pectin (LM). This
result for CP is not in agreement with those found by Muller-Maatsch et al. (2014),
who reported a degree of methyl esterification of 64%, also using 'H-NMR
spectroscopy. However according to the the manufacturer's specifications, CP is
commercialized as LM pectin.

A high degree of methyl esterification (HM) can cause inhibition of pectinases,
since it increases the viscosity of the reaction medium hindering the diffusion of the
enzyme (MINJARES-CARRANCO et al.,, 1997; STOCK, 2013). In addition,
methylesterification can also inhibit endopolygalacturonase action. Thus, WOP-DI and
CP were investigated regarding their rheological behavior when subjected to
enzymatic hydrolysis by pectinases and this process was monitored through the

analysis of the complex viscosity in rotational rheometer.
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3.3 RHEOLOGICAL CHARACTERIZATION

The flow behavior of WOP-DI and CP can be defined based on the results of
the flow curve (Fig. 4A), and viscosity curve (Fig. 4B). The samples were investigated
at 30 °C, in acetate buffer pH 4.5 0.2 mol L', since the objective of the rheological
analyses was to simulate the reaction medium with the ideal conditions for the action
of pectinases.

It was possible to observe differences in the yield minimum stress required to
start flowing WOP-DI and CP (Fig. 4A), with 0.006 and 0.001 Pa at 3%, 0.008 Pa and
0.05 Pa at 5%, 0.08 and 0.048 at 7%, and 0.130 Pa and 0.156 Pa at 10%, respectively.
Also, a Bingham fluid, an important non-Newtonian fluid with linear shear stress/shear
rate relationship, requires a yield limit stress before it begins to flow, that is, the plot of
shear stress against shear rate does not pass through the origin (GHASSEMI;
SHAHIDIAN, 2017). However, the values are clearly small to be representative to
enable this definition. The yield limit stress could also indicate the presence of a
reticulated or interactive structure that should be degraded initially, allowing the flow to
occur at an appropriate shear rate. In this case, the curve also does not pass through
the origin of the shear stress/shear rate plot (SUN; GUNASEKARAN, 2009). Thus, we
can say that they present a characteristic of pseudoplastic fluid, due to the value of
yield limit stress is very close to zero and the viscosity drop when the shear stress

increases.



51

14&) 1000

100

[a—
o

=
—

Shear stress (Pa)
[EERETIIT B R T |||||||T|I ERETIT AR RTIT B R

0700] T- T L L | T T LR T T T TTTT] T LI
0.01 0.1 1 10 100

Shear rate (s'l)

I}) 1000

")
=
B 100, 0000 00
Eﬁ ...-.'.
& 10 ~
] . R
sE "..'Il-..."
>’ ] L L I L B ©e
E . % & 8 g ~—
=¥ - * s,
E [ ] ..----- s s s o 8 o
= 0.1
="
-
010] I T T T TTTT] T T T TTTT] T T T TTTT] T T TTTTT
0.01 0.1 1 10 100

Shear rate (s'l)

Figure 4 Influence of shear rate (0.01 - 1000 s~*) A) on the flow curve and B) on the viscosity curve of
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pH 4.5 0.2 mol L

The shear thinning behavior was observed for both samples at all
concentrations analyzed as the apparent viscosity decreased with the shear rate
increase (Fig. 4B). In shear rate at 0.03 s™' (Newtonian plateau region) that WOP-DI
sample produced higher viscous dispersion than CP at all-concentration analyzed. The
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apparent viscosity values were 5.32 and 0.36 Pa.s for 3%, 27.0 and 1.85 Pa.s for 5%,
250.8 and 5.71 Pa.s for 7%, 698.75 and 86.51 Pa.s for 10%, respectively.

Comparing the apparent viscosity showed at shear rate at 0.03 s™! between
the samples at the same concentrations, the value obtained for the WOP-DI sample is
around 13 times higher than that found in the CP sample, at concentrations of 3 and
5%, while at the 7% concentration this value is even higher, reaching 42 times.
However, in the 10% concentration, the difference drops to 8 times higher.

The accentuated increase in apparent viscosity of the WOP-DI sample
compared to CP samples in the same concentrations, can be related probably to its
higher arabinose content in the pectin chain (Table 1, 18.1% and 2.1% for WOP-DI
and CP, respectively). The higher content of RG-I (Table 1, 29.8 % for WOP-DI in
comparison to CP, 21.1%) can also contribute for the higher apparent viscosity of the
pectin dispersion, given that the RG-I lateral chains can allow the polysaccharide
chains of the pectin to interact more, leading to hydrophobic interactions and hydrogen
bonds between the HG region of the side chains (SOUSA et al., 2015). Thus, the
increase RG-I chain promote the formation of gelling networks, making it more viscous
(GUO et al., 2017). In addition, the higher amount of arabinose in WOP-DI compared
to CP may also have influenced the increase in viscosity. The presence of side chains
tends to increase the rigidity of the polymer chain, being responsible for the higher
hydrodynamic volume and viscosity (SILVA et al., 1998). Thus, the high viscosity of
WOP-DI may be associated with a higher degree of esterification and
methylesterification.

The Ostwald-de-Waele and Herschel-Bulkley models can be obtained by the
non-linear relationship between stress and shear rate (Fig. 4A). However, the
Herschel-Bulkley model considers the yield limit stress (1), while the Ostwald-de-
Waele model does not. Depending on the similarity between the models, except for a
linear coefficient in the mathematical equation, both presented adjustments with values
of the correlation coefficient (r) higher than 0.98 (Table 2).

When applied to the Herschel-Bulkey model, the samples WOP-DI and CP
showed negative values for to. In general, WOP-DI and CP did not show shear stress
at low torques, but rather shear stress with a smaller slope relative to the shear rate.

Thus, it can happen that the extrapolation of the shear rate to the value of zero, in a
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log plot, generates negative values, as can be observed in the values obtained from 1o
using the Herschel-Bulkley model.

The WOP-DI and CP samples showed an increase in value of coefficient of
consistence (K), in accordance with the increase in concentrations, in both models
evaluated (Table 2). The highest value reported was with the WOP-DI sample at 10%,
where K= 447.75, while the lowest value was with the CP sample at 3%, where K=
0.23. The WOP-DI sample was more consistent, because its K values were higher than
the values found for CP for the same concentrations. The value of K is related with

the increase of the viscosity of dispersion.

Table 2

Rheological data of pectin from wet orange bagasse (WOP-DI) and Sigma citric pectin (CP) samples
measured by the Ostwald-de-Waele and Herschel-Bulkley models

Herschel-Bulkey (ter+Kj’ln) Ostwald-de-Waele (r=Kj’ln)

Samples Con((:renn/g? tion % K n r K n r
3% 0.47 0.41 0.73 0.998 0.48 0.71 0.999
WOP-DI 5% -0.70 4.63 0.67 0.999 4.27 0.69 0.999
7% -3.86 36.30 0.46 0.998 34.46 0.47 0.999
10% -241.78 447.75 0.20 0.983 194.65 0.31 0.971
3% -0.17 0.24 0.86 0.999 0.23 0.86 0.998
CP 5% -0.50 1.23 0.86 0.990 1.22 0.86 0.999
7% -6.66 11.12 0.60 0.997 9.53 0.62 0.997
10% -9.33 53.92 0.52 0.998 46.93 0.56 0.997

10 = yield limit stress; t = shear stress; y = shear rate; K = coefficient of consistence; n =flow behavior
index; r2 = coefficient of determination

In both models, the CP sample in 3% presented the highest value of flow
behavior index, n=0.86, while the WOP-DI sample in 10% presented the lowest (n=
0.20 and 0.31). The parameter “n” (flow behavior index) of the Ostwald-de-Waele and
Herschel-Bulkley models, it was found that the values below the unit value (n = 1),
characterize the samples as non-Newtonian fluids with pseudoplastic characteristics.
The more distant the value of “n” is from the unit value, the more distant the fluid is
from the Newtonian behavior (GURJAO et al., 2017).
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The dynamic viscoelastic properties of WOP-DI and CP (3%, 5%, 7% and
10%) were evaluated by elastic (G') and viscous (G") module as a function of
frequency (0.02-100 Hz) (Fig. 5).
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Figure 5 Frequency sweep properties of samples in concentrations of 3% (blue), 5% (green), 7% (red)
and 10% (purple) (w/v) to pectin from wet orange bagasse (WOP-DI) and Sigma citric pectin (CP).
Frequency sweep (0.02-100 Hz) at 30 °C, showing the frequency dependence of the elastic modulus
(G', full symbols), viscous modulus (G", open symbols) and complex viscosity (n*, dashed line).

The G' and G" modules of the WOP-DI and CP samples, in all concentrations
analyzed, increased as the frequency increased, while the complex viscosity (n*)
dropped (Fig. 5). The increase in module values was directly impacted by the
concentration of dispersion used, showing a gradual increase of G' and G" as the

dispersion concentration increased (Table 3).



Table 3

55

Elastic (G’) and Viscous (G”) modules for the 0.02 Hz and 10 Hz frequencies of the pectin from wet
orange bagasse (WOP-DI) and Sic.;ma citric pectin (CP) samples in different concentrations

Samples Concentration 0.02 Hz 10.0 Hz Crossover of the
(W/v) G’ (Pa) G” (Pa) G’ (Pa) G” (Pa) modules G” and G”
3% 1.5 0.7 14.9 17.2 2 Hz
5% 4.7 9.5 70.1 78.5 10 Hz
WOP-DI
7% 48.9 27.1 574.8 488.4 30 Hz
10% 56.8 93.1 1 884.0 1924.0 -
3% 0.05 0.3 26.3 14.3 3 Hz
CP 5% 0.03 0.2 17.0 56.7 30 Hz
7% 0.1 0.7 56.0 117.0 40 Hz
10% 18.3 17.9 460.4 476.0 ---

In all cases, it is possible to observe the crossing between modules G' and G",
but at different frequencies. In both samples, at 5% and 7%, the frequency required for
the crossover between the modules was equal to or above 10 Hz, while for the 3%
concentration 2 Hz was required for WOP-DI and 3 Hz for CP. In the 10%
concentration, it was considered that the modules of both remained overlapped during
the test, with small variations. The crossing between the modules is a characteristic of
concentrated dispersions (SCHRAMM, 2006; STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS,
2016).

The Cox—Merz rule is an empirical observation that states that the apparent
viscosity and the complex viscosity are closely super-imposable for numerically
equivalent values of shear and frequency (COX, 1952), allowing the prediction of the
steady shear viscosity from dynamic data and vice versa. This rule only holds,
however, for isotropic polymeric solutions and polymer melts, not for liquid crystals or
flocculated systems. Both pectin dispersions WOP-DI and CP, only the samples at 3%
concentration obey the Cox-Merz rule (Fig. 6). For higher concentrations (5%, 7% and
10%), this does not occur because the values of complex viscosity (n*) are higher or
smaller than the values of apparent viscosity (n?). The departure of the Cox-Merz rule
is observed in two situations: where n* > n?, occurs with HM pectin dispersions in the
presence of some other molecules that associate to form delicate weak gelled
networks or where n* < n2, could be attributed to pectin aggregation in solution (SILVA;
RAO, 2006). In addition, this confirms that the pectin dispersions studied in this work

interact and behave as concentrated dispersions.
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3.4 RHEOLOGICAL ANALYSIS DURING ENZYMATIC HYDROLYSIS

The objective of these experiments was to evaluate the complex viscosity (n*)
at different times of the reaction medium during enzymatic hydrolysis, using WOP-DI
and CP, in concentrations of 3%, 5%, 7% and 10% (Table 4) and different
concentrations of the pectinase extract PUC. Controls without pectinases were done
to determine if the initial complex viscosity was constant throughout the experiment.

The WOP-DI sample showed higher initial complex viscosity than the CP in all
concentrations of 3%, 5%, 7% and 10%. For 3% concentration, both WOP-DI and CP
samples, in 1:100 and 1:1000 enzyme dilutions, showed stability in complex viscosity
from n*400 (Table 4, Entries 01 and 05). However, at 5% concentration, the behavior of
the WOP-DI and CP samples starts to get different, being impossible to visualize the
stability of the complex viscosity in the displays at 1:100 dilution (Table 4, Entry 03 and
06). At concentrations of 7% and 10% of WOP-DI and CP samples, it was not possible
to visualize the complex viscosity stabilization in any of the enzyme dilutions. The high
concentration of pectin in the dispersion may have contributed to this result since there
is much more substrate to be hydrolyzed by the enzyme.

Comparing the complex viscosity drop of the WOP-DI and CP samples, using
the dilutions 1:100 and 1:1000 (Fig. 7), even having a higher initial complex viscosity
and a more branched structure, the WOP-DI sample presented higher values of
complex viscosity drop in relation to CP in 3%, 5% and 7% concentrations. This shows
that the PUC enzymatic extract was efficient in hydrolyzing crude pectin, which is
probably due to the fact that the extract, besides containing polygalacturonases, may
also contain other enzymes responsible for hydrolyzing the branches responsible for
influencing the viscosity of the dispersion, such as esterases, galactases and

arabinases.
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In concentrations of 5% and 7% of the WOP-DI and CP, the drop of complex
viscosity is similar using different enzyme dilutions (Fig. 7). The results obtained using
WOP-DI at 10% showed a lower drop in complex viscosity drop compared to the results
obtained with 3%, 5% and 7% concentration (Fig. 7). This difference becomes more
pronounced when the tests with 1:100 and 1:1000 PUC dilutions are compared. The
increase in concentration also resulted in an increase of the initial values of complex
viscosity. In addition, the fact that the WOP-DI sample has more ramifications in the
pectin chain in relation to the CP sample, presenting the RG-I structure, could also
contribute to the formation of a gel network and, consequently, also increase the
viscosity in the pectin dispersion. Thus, in high viscosities, enzymes may present a
greater difficulty of hydrolyzing the pectin structure at the beginning of the reaction due
to a decrease in mass transfer. However, as the enzyme acts on the dispersion, the
complex viscosity drop increases.

It is important to emphasize the difference of the complex viscosity drop when
using the enzyme dilution 1:100 and 1:000. On average, the complex viscosity drops
in 600 s using the 1:1000 dilution can be reached in 50-100 s using the 1:100 dilution.
The amount of enzyme present in the dispersion may have interfered to the increase,
as the initial viscosity directly interferes with the speed of the reaction. It was observed
that in both samples and concentrations, the with 1:1000 dilutions took about 10 times
longer to reach the same complex viscosity drop compared to the 1:100 dilutions,
justified by the reduced amount in 10 times.

After the complex viscosity experiments, samples of the reaction medium were
analyzed by HPSEC-MALLS-RI and HPLC to evaluate the elution profile after the
enzymatic hydrolysis. The chromatograms show the comparison between the elution

profiles before and after enzymatic hydrolysis of the samples (Fig. 8).
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For the WOP-DI (Fig. 8A), the concentration of high molar mass compounds
dropped significantly after the hydrolysis process. Before the hydrolysis, the
concentration of low molar mass compounds was very small; as the high molar mass
compounds began to be hydrolyzed, the concentration of low molar mass compounds
started to increase considerably, reaching a pick after 53 min. The same behavior can
be observed for the CP sample (Fig. 8B).

In addition, the differences between the concentration and molar mass
presented in HPSEC-MALLS-R results can be explained through the high-performance
liquid chromatography (HPLC) results. The samples CP and WOP-DI showed distinct
D-GalA values released at the end of hydrolysis. The CP sample, in 5% and 10%
concentrations, presented about 22.3 and 22.8 mg mL™" of D-GalA, respectively. The
WOP-DI sample presented 16.4 and 19.4 mg mL"', respectively. The lower
concentration of free D-GalA in WOP-DI in relation to CP was already expected, since
in the monosaccharide characterization the lowest amount of D-GalA in the pectin
composition was identified. This shows that, the drop in complex viscosity of the

dispersions is associated with the release of D-GalA from pectin hydrolysis.
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4 CONCLUSION

This paper studies the pectin extracted from wet orange bagasse, evaluating
aspects such as yield, composition, concentration, and rheology. It also presented
enzymatic assays coupled with rheology, with the purpose of associating the complex
viscosity drop with the pectinase hydrolytic activity.

High molar mass, low degree of D-GalA and high degrees of arabinose and
galactose were the main characteristics found in the pectin of wet orange bagasse.
However, the proportion of D-GalA increases considerably after the dialysis process,
removing small free carbohydrates and pigments. The WOP-DI sample was
comparable to the CP in rheology tests.

After dialysis, the pectin from the orange wet bagasse showed a pseudoplastic
behavior, due to the drop in viscosity as the shear rate increased, and some traces of
Bingham fluid, due to the need for an initial shear stress in order for it to start flowing.
In addition, based on the frequency sweep behavior, the samples showed
concentrated dispersion behavior.

In the rheology combined enzymatic assays, it was possible to observe the
drop in complex viscosity, for both WOP-DI and CP samples. Tests with the highest
pectin concentrations showed a lower drop in initial complex viscosity, compared to
subsequent lower concentrations. However, a drop in viscosity was still perceptible. In
high pectin concentrations, the initial viscosity may impact the mass transfer of
enzymes with the substrate. Enzymatic hydrolysis is confirmed due to variation in the
concentration of high molar mass compounds before and after enzymatic hydrolysis,
generating high concentrations of low molar mass compounds, including D-GalA.

In all tested concentrations (3%, 5%, 7% and 10%) it was possible to visualize
the reduction of complex viscosity, using a rotational rheometer during enzymatic
hydrolysis. The rheological analyses made it possible to use those of high pectin
concentrations, without the need for dilutions, and online follow-up of the analysis.
Thus, rheological analyses were useful to follow the action of pectinases in the pectin

dispersions.
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5 CONCLUSOES GERAIS

e A pectina do bagaco de laranja umido foi extraida com acido citrico quente. Os
aspectos avaliados da pectina obtida foram o rendimento, a composicédo, a
concentragéo e a reologia. Também foram efetuados testes enzimaticos acoplados
a reologia, com o objetivo de associar a queda de viscosidade complexa com a

atividade hidrolitica da pectinase.

e Alta massa molar, baixo grau de D-GalA e altos graus de arabinose e galactose
foram as principais caracteristicas encontradas na pectina do bagago de laranja
umido. Entretanto, a proporcdo de D-GalA aumenta consideravelmente apds o
processo de dialise, removendo pequenos carboidratos e pigmentos livres. A
amostra de pectina extraida do bagaco de laranja foi comparavel a pectina
comercial da Sigma nos ensaios de reologia, pois apresentaram teor préximo de D-
GalA.

e Apos a dialise, a pectina do bagaco umido de laranja mostrou um comportamento
pseudoplastico, devido a queda na viscosidade a medida que a taxa de
cisalhamento aumentava. Também apresentou alguns tragos do fluido Bingham e
estrutura reticulada devido a necessidade de uma tenséo inicial de cisalhamento
para que ele comecasse a fluir. Além disso, com base no comportamento de
varredura de frequéncia, as amostras mostraram comportamento de dispersao

concentrada.

¢ Nos ensaios enzimaticos combinados da reologia, foi possivel observar a queda na
viscosidade complexa, tanto para amostras extraidas do bagaco de laranja como
para as de pectina comercial Sigma. Testes com as maiores concentracbes de
pectina mostraram uma menor queda na viscosidade inicial complexa, em
comparagao com as concentragdes subsequentes mais baixas. Entretanto, ainda
era perceptivel uma queda na viscosidade. Em altas concentragdes de pectina, a
viscosidade inicial pode ter impacto na transferéncia de massa das enzimas com o

substrato.
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e A hidrdlise enzimatica foi confirmada devido a variagcdo na concentracdo de
compostos de alta massa molar antes e depois da agao enzimatica, gerando altas

concentragdes de compostos de baixa massa molar, incluindo o D-GalA.

e Em todas as concentracdes testadas (3%, 5%, 7% e 10% (m/v)) foi possivel
visualizar a reducdo da viscosidade complexa usando um redmetro rotacional,
durante a hidrdlise enzimatica. Usando a diluigdo enzimatica 1:100 foi possivel
observar uma queda mais acentuada em relagao a 1:1000 em um curto espaco de
tempo. Assim, as analises reoldgicas foram uteis para acompanhar a agao das

pectinases nas dispersdes de pectina.
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APENDICE

PATENTE

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

RESUMO

A presente patente de invencao (Pl) refere-se a elaboragdo de um método
para quantificacdo de atividade pectinolitica em dispersbes de pectina citrica,
principalmente extraida do bagaco de laranja, mas que pode ser aplicado para
pectinas citricas em geral. Para esta finalidade, definiu-se um método para o
monitoramento da reducdo da viscosidade complexa nas dispersdes durante a
hidrélise da pectina, em tempo real, pela agao de pectinases, utilizando um redmetro
rotacional. A queda da viscosidade complexa foi equiparada com a liberacéo de acido
D-galacturdnico, principal mondmero da estrutura da pectina e produto da hidrdlise
por pectinases. A utilizacdo da reologia como ferramenta para monitorar a atividade
enzimatica em tempo real pode trazer beneficios para a industria por possibilitar o
monitoramento da atividade enzimatica em tempo real e apresentar o resultado

imediato da analise.
FUNDAMENTOS DA INVEN(;Z\O E DESCRI(;/T\O DO ESTADO DA TECNICA

{001}. A pectina é definida como um polissacarideo aniénico formado
majoritariamente por mondémeros de acido D-galacturbénico ligados por ligagao
covalente a-1,4, os quais podem estar parcialmente esterificados por grupos metil
ester [1]. A pectina € um polimero natural biodegradavel e biocompativel que pode ser
aplicado nas areas biomédica, farmacéutica, cosmética, sendo principalmente
empregado na industria alimenticia onde é utilizado como agente geleificante,
espessante, texturizante e emulsificante [2] [3] [4]. Além disso, os compostos
presentes em sua estrutura, quando isolados, se apresentam como produtos de alto

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

{003}. O acido L-galactdénico pode ser convertido em acido ascoérbico
(Vitamina C) e em acido mucico por processos fermentativos [6], sendo este ultimo
um importante intermediario na sintese de bioplasticos devido a sua conversédo em
acido furan-2,5-dicarboxilico (FDCA) [7].

{004}. A hidrolise da pectina para produzir D-GalA pode ser realizada por
processos quimicos ou enzimaticos. Na hidrélise quimica, séo utilizados acidos, como
os cloridrico e sulfurico, em altas temperaturas (80 a 100 °C) e baixos valores de pH
(1,0 a 3,0) [8]. Contudo, nestas condi¢des, D-GalA pode ser degradado em lactonas
e furfuranos, perdendo o seu valor econémico [9] [10].

{005}. A hidrdlise enzimatica utilizando pectinases (EC 3.2.1.15) apresenta
vantagens em relagéo a hidrolise acida, dado que as condigdes de reagdo sao mais
brandas, geralmente em temperatura de 20 a 40 °C e valores de pH 4,0 a 6,0. Nestas
condigdes, a degradagao do D-GalA é evitada [11].

{006}. A eficiéncia da hidrolise enzimatica pode ser diretamente influenciada
por varios fatores, tais como a estrutura quimica da pectina, o grau de
metilesterificacdo da pectina, a presencga de contaminantes provenientes do processo
de extracao, tais como lactonas e furfuranos, e a concentracéo de solidos em solugao
durante a hidrélise [12].

{007}. As caracteristicas da pectina dependem da sua fonte vegetal e do
meétodo de extragao utilizado para sua obtencdo. Na industria, a pectina de laranja é
extraida da regido do albedo (mesocarpo) da laranja [13]. O processo industrial para
a obtencédo da pectina consiste na extragdo aquosa (65 a 100 °C), seguida de extragao
acida, utilizando acido oxalico ou acido nitrico a altas temperaturas (80 a 100 °C) e
baixos valores de pH (2,0 a 4,0). No entanto, as condi¢cbes aplicadas neste processo
apresentam desvantagens como a produgéao de lactonas e furfuranos os quais podem
inibir uma atividade enzimatica posterior [14] [15].

{008}. Para evitar estes problemas, o acido citrico tem sido utilizado para
substituir os acidos oxalico e nitrico na extracdo de pectina. O acido citrico pode ser

considerado um solvente ecolégico, sendo um dos acidos organicos encontrados em
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limbes e laranjas e classificado como acido fraco, de alta solubilidade em agua e
biodegradavel [16] [17].

{009}. Além de reduzir o impacto ambiental, a utilizagdo do acido citrico no
processo de extracado da pectina € mais adequada para a industria alimenticia, uma
vez que a despolimerizagéo e degradagao da pectina sdo menores visto que os acidos
organicos possuem capacidade de hidrdlise inferior em relacdo aos acidos minerais
por serem acidos fracos [14]-[16] [18] [19].

{010}. A cinética da hidrdlise enzimatica da pectina, para determinagédo da
atividade enzimatica, € geralmente seguida por métodos analiticos quimicos, tais
como métodos colorimétricos [20] e cromatograficos (cromatografia liquida de alta
performance, HPLC), onde se determina o produto de hidrdlise originado, por exemplo
o D-GalA. Contudo, estes métodos sao frequentemente caros, podem sofrer
interferéncias de outros compostos e ndo quantificam a atividade durante a reacgao,
em tempo real.

{011}. A determinacao de atividade de pectinases também pode ser realizada
através da queda da viscosidade de dispersdes de pectina, com base na modificacéo
da viscosidade aparente ou pela viscosidade cinematica. A viscosidade aparente, que
€ determinada em viscosimetro rotacional, € definida como o escoamento medido em
um determinado ponto sob cisalhamento constante [24] [25].

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

{013}. A viscosidade cinematica, que € viscosidade medida através do
escoamento decorrente da forga da gravidade, determinada através da utilizagcédo de
viscosimetros capilares também pode ser uma ferramenta para determinar a atividade
de pectinases, através da reducao da viscosidade relativa. Contudo, esse método é
recomendado apenas para baixas concentracdes de pectina, variando de 0,1% até
2,0% (m/v). Este método precisa de concentragdes reduzidas pois, devido a alta
viscosidade das dispersdes de pectina em altas concentragdes, pode causar o
entupimento do capilar. Porém, a baixa concentragdo de pectina pode levar a erros

na determinacéo da atividade, visto que n&o ira representar o efeito real da atividade
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em altas concentracdes. Para estas analises, ha necessidade da utilizacdo de
variados volumes de dispersao de pectina e tempos de reag¢ao, que podem variar,
respectivamente, de 1 mL até 18 mL, com durag¢ao de 5 min até 15 min [26][27].

{014}. Ressalta-se que na propria literatura analisada, os autores citam a
dificuldade de comparar resultados obtidos através da analise viscosimétrica, visto
que cada autor estabelece seus proprios parametros, como temperatura,
concentragdo, tempo de reacdo, além de definir diferentes maneiras para se
determinar a atividade enzimatica [24][26].

{015}. Neste pedido de invencgao esta sendo proposto um método mais rapido
e direto de determinacao de atividade de pectinases, que utiliza até 5,0% (m/v) de
dispersédo de pectina em volume de 3 mL. Este € um método reoldgico, que utiliza o
rebmetro HAAKE Mars Il (Thermo Electron GmbH, Alemanha), para determinar a
viscosidade complexa da dispersao de pectina.

{016}. A viscosidade complexa descreve a resisténcia total ao cisalhamento
dinamico, que pode ser expresso por dois componentes: moédulos G’ (modulo de
armazenamento ou elastico) e G” (mdédulo viscoso ou de perda), em funcdo da

frequéncia utilizada (Equacgao 1) [24] [25].

Equacao 1: Calculo da viscosidade complexa com base nos médulos G’, G” e na frequéncia angular

[26] [27]:
IG*| = VG2 + G™
In*| = G/
Onde:

|G*| = mdédulo complexo; G’ = modulo viscoso; G” = mddulo elastico; |n*| = viscosidade complexa;

o = frequéncia angular.

{017}. A viscosidade complexa, obtida a partir da reologia em sistema
oscilatorio dindmico pode ser uma nova ferramenta util para acompanhar a hidrélise
da pectina, uma vez que € possivel visualizar a queda de viscosidade complexa em
curtos intervalos de tempo (< 2 min), além de permitir a analise de dispersdes de
pectina em concentragdo maior (5,0%, m/v) em relagdo a literatura disponivel
analisada para este pedido de patente, o que permite maior confiabilidade dos

resultados.
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{018}. Até o momento, pela busca de anterioridade realizada, inexistem
trabalhos relatando o acompanhamento da queda da viscosidade complexa em
redmetro rotacional durante a hidrélise enzimatica de dispersdes de pectina citrica em
diferentes concentragdes utilizando pectinases, que é o objetivo da presente invencgao.

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

{020}. O trabalho de 1999, intitulado como “Use of commercial pectinase in
fruit juice industry. Part I: viscosimetric determination of enzyme activity” [26] descreve
a elaboragdo de uma metodologia viscosimétrica para quantificar a atividade
enzimatica e determinar os parametros cinéticos de um extrato enzimatico comercial
(Pectinex Ultra SP-L) em dispersao de pectina. Contudo, neste trabalho é utilizado um
viscosimetro para determinar a viscosidade aparente. Deste modo, este trabalho
também nao apresenta similaridade com este pedido de patente, visto que na
presente solicitagdo a viscosidade é determinada através da utilizagdo de um
redmetro rotacional, no qual o resultado principal é a viscosidade complexa.

{021}. O trabalho de 2002, intitulado como “Viscometric Method for Assaying
of Total Endodepolymerase Activity of Pectinases” [25] descreve um método
viscosimétrico para identificacdo de atividade de endopoligalacturonases em pectina
de laranja ou macéa (0,5% em tampéao acetato 0,1 M, pH 5,0). Contudo, foi utilizado
um viscosimetro capilar termostatizado para identificar a queda da viscosidade relativa
da dispersao. Este documento n&do apresenta coincidéncia, visto que o presente
pedido de patente utiliza um redmetro rotacional para analisar a viscosidade
complexa, a qual é determinada pelos modulos G’ e G” e uma frequéncia angular
especifica.

{022}. O trabalho de 2002, intitulado como “Rheological properties of milk gels
made with coagulants of plant origin and chymosin” [30], descreve um método para
avaliar as propriedades de géis de leite obtidos através da agdo de quimosina e
coagulantes de plantas utilizando um redbmetro rotacional. Contudo, este trabalho nao
avalia o aumento da viscosidade complexa, mas sim o comportamento dos
parametros G’ e G”. Além disso, o principal foco do trabalho €& relacionado a
coagulagao da caseina, uma proteina presente no leite. Deste modo, este trabalho
nao apresenta coincidéncia com este pedido de patente, pois aqui o redmetro
rotacional é utilizado para acompanhar a redugdo da viscosidade complexa em

dispersodes de pectina citrica e determinar a atividade de pectinases.
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{023}. O trabalho de 2009, intitulado como “Selection of a method for
determination of activity of pectinolytic enzymes in berry fruit materials” [24] descreve
diferentes métodos para determinar atividade enzimatica de produtos de frutas
silvestres em diferentes concentragoes, entres eles o0 método colorimétrico e o de
reducdo da viscosidade. Contudo, para a determinacao da atividade enzimatica, foi
utilizado um viscosimetro para determinar a reducido da viscosidade aparente. Este
documento ndo apresenta coincidéncia, visto no presente pedido de patente utiliza-se
um redmetro rotacional para determinar a viscosidade complexa de dispersées de
pectina citrica para a determinagao de atividade de pectinases.

{024}. No trabalho de 2017, intitulado como “Production of pectinases for
quality apple juice through fermentation of orange pomace” [27] utiliza-se um método
viscosimétrico para determinar a atividade pectinolitica de endo-pectinases
produzidas a partir de fermentagdo do bagaco de laranja residual. Contudo, este
trabalho utiliza um viscosimetro capilar para identificar a atividade enzimatica a partir
da viscosidade relativa. Deste modo, este documento n&o apresenta coincidéncia,
visto que este pedido de patente utiliza um redmetro rotacional para determinar a
queda da viscosidade complexa de pectina extraida do bagaco de laranja umido e
padrao analitico utilizando um extrato enzimatico comercial rico em
poligalacturonases.

{025}. A utilizagdo da reologia como ferramenta para monitorar a atividade
enzimatica em tempo real pode trazer beneficios, principalmente para a industria de
citricos, por possibilitar a analise de dispersdes de pectina com concentracdes
relativamente mais altas, permitir o monitoramento durante a reagéo de hidrdlise (em
tempo real) e apresentar o resultado imediato da analise. A inovacdo esta na
elaboragdao de uma metodologia para determinagao de atividade pectinolitica através
da reducao da viscosidade complexa obtida através de analise reoldgica de maneira

rapida e direta, utilizando baixo volume de amostra.

DESCRIGAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO

{026}. Com base na agao das pectinases sobre a pectina, surgiu a ideia
proposta no presente pedido de patente de invencdo: “DETERMINACAO DE
ATIVIDADE PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO DA VISCOSIDADE
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COMPLEXA EM REOMETRO ROTACIONAL”. A inovagdo esta no desenvolvimento
de um meétodo eficiente que possibilite a determinacdo da atividade enzimatica das
pectinases em dispersdes de pectina em concentragédo de até 5,0% (m/v), utilizando

um baixo volume de amostra (3 mL), em tempo real e de maneira rapida (< 2 minutos).

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

{027}. A presente invencdo descreve uma metodologia para determinar a
atividade enzimatica de pectinases com base na redugao da viscosidade complexa
em dispersbes de pectina, compreendida nas seguintes etapas: 1) Extracdo da
pectina; 2) Determinagao da atividade da enzima por método classico, 3) Solubilizagao
da pectina; 4) Solubilizacdo da enzima; 5) Determinacao dos parametros da analise
reologica; 6) Analise da queda da viscosidade complexa; 7) Reducao da viscosidade
complexa devido a hidrélise enzimatica; 8) Liberagdo de D-GalA durante a hidrolise
enzimatica; 9) Calculo da atividade enzimatica a partir da geracdo de D-GalA; 10)
Calculos da atividade enzimatica a partir da redugao da viscosidade complexa.

{028}. Com relacédo a etapa 1), extragcao da pectina, a extragdo com acido
citrico foi realizada para extrair pectina do bagaco de laranja umido. O bagago de
laranja umido (200 g) foi submetido a tratamento com 99% de etanol (1:9) sob refluxo
durante 30 min a 80 °C, fornecendo o extrato etilico e os residuos insoluveis em alcool
(AIR). Os extratos acidos foram extraidos do AIR com 5,0% (m/v) de acido citrico
(1:12), pH 2,0 durante 2 h a 80 °C. Os extratos acidos foram obtidos por centrifugagao
(5.000 rpm; 20 min a 10 °C), dialisados em agua ultra pura durante 72 h (6-8 kDa), e
depois tratados com 99% de etanol (3:1, v/v) para precipitar a pectina. O precipitado
foi liofilizado durante 24 h a - 45 °C e 0,1 mbar.

{029}. Finalizando a etapa 1), as amostras de pectina obtida do bagaco de
laranja umido e do padrdo analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich) foram
caracterizadas utilizando-se as técnicas de cromatografia de alta performance por
exclusao de tamanho (HPSEC) para avaliar a homogeneidade e distribuigdo de massa
molar; ressonancia magnética nuclear (NMR) para caracterizagdo da estrutura
quimica e determinacao do grau de metil esterificacdo; a cromatografia liquido gasosa
(GLC) e analise colorimétrica através do método de Blumenkrantz & Asboe-Hansen

[31] para dosagem dos monossacarideos neutros e acidos urénicos, respectivamente.
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De acordo com a dosagem colorimétrica, a quantidade de D-GalA presente na pectina
extraida do bagaco de laranja umido e da pectina do padréo analitico foram de 69% e
79% (m/m), respectivamente.

{030}. Em relacdo a etapa 2), determinagdo da atividade da enzima por
método classico, no processo de hidrolise enzimatica das amostras de pectina foi
utilizado o extrato de pectinase comercial Pectinex Ultra Clear (Novozymes Latin
America Ltda, Araucaria, PR), rico em poligalacturonases. Este extrato apresentou
uma atividade de 10.768 U mL™", conforme determinado pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) [20], utilizando a pectina citrica comercial da Sigma-Aldrich
como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida a liberagédo de
1 umol de D-GalA por minuto nas condigdes do ensaio.

{031}. Ainda na etapa 2), para avaliar a atividade do extrato de pectinase
comercial pelo método classico, a liberagdo de carboidratos redutores da hidrdlise da
pectina citrica foi determinada com o método colorimétrico DNS. Foi utilizado um
reator de vidro revestido com capacidade maxima de 50 mL, ligado a um banho-maria
a 32 °C, com circulagéo de agua através de tubos de silicone.

{032}. Finalizando a etapa 2), no reator de vidro, foram adicionados 20 mL de
dispersdao do padrao analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich) a 1,0% (m/v) em
tampao 0,2 mol L' pH 4,5 de acetato de sddio. Apos estabilizagdo a 30 °C, foi
adicionado 1 mL de extrato enzimatico diluido (1:1000) ao reator. Foram coletadas
aliquotas de 0,5 mL a cada 30 s, durante a reagao por 5 min. Cada aliquota foi
colocada em um tubo de ensaio de 10 mL, em banho de gelo. Os tubos receberam
0,5 mL de DNS e foram depois colocados em banho de ebulicdo durante 5 min. Depois
disso, foram adicionados 4 mL de agua destilada refrigerada. Finalmente, a
absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro a 540 nm. A concentragao de
acido D-GalA nas foi determinada por uma curva analitica, usando como padrao o
acido D-GalA puro.

{033}. Em relacao a etapa 3), solubilizacdo da pectina, as amostras de pectina
obtida do bagaco de laranja umido e do padrdao analitico (Sigma-Aldrich) foram
diluidas em tampéo acetato de sodio, 0,2 mol L' pH 4,5, visto que este tampéo
propicia melhor atividade para as pectinases. As amostras de pectina foram diluidas
na concentragao de 5% (m/v).

{034}. Em relagao a etapa 4), solubilizagdo da enzima, para realizagdo dos

experimentos foi utilizado o extrato comercial de pectinase citado em {030}, diluido em
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tampé&o 0,2 mol L' pH 4,5 de acetato de sddio. A enzima foi diluida na razao de 1:1000
para os testes em concentracao de 5,0% (m/v) de pectina.

{035}. Em relagcdo a etapa 5), determinagdo dos parametros da analise
reologica, foram selecionados os parametros para as analises em sistema oscilatério
dinamico (tensdo e frequéncia oscilatorias fixadas em 0,1 Pa e 1,0 Hz,
respectivamente) para monitorar a variacdo da viscosidade complexa durante a
hidrolise enzimatica das amostras de pectina. Esta analise reoldgica foi realizada de
acordo com a metodologia utilizada por Beux [32] e Esteves et al. [30], com
modificagdes. Os experimentos foram realizados como descrito abaixo {036}, com
concentragao de pectina de 5,0% (m/v) das amostras de pectina extraida do bagago
umido de laranja e padrao analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich).

{036}. Em relagéo a etapa 6), analise da queda da viscosidade complexa, as
amostras foram solubilizadas e analisadas em tamp&o de acetato, pH 4,5, 0,2 mol L-
a 30 °C, condigdes 6timas para a atividade da pectinase. Depois, 150,0 pyL do extrato
enzimatico, previamente diluido conforme {034}, foi adicionado para obter a proporgao
1:1000 em 5,0% (m/v) de pectina para 3,0 mL de dispersdo, que foi misturada
completamente durante 10 s e depois imediatamente transferida para a placa base no
rebmetro rotacional. Para cada amostra, foram realizadas varreduras temporais com
900 medig¢des do mddulo elastico (G"), médulo viscoso (G") e viscosidade complexa
(In*]), pelo periodo maximo de 15 min a uma frequéncia fixa de 1,0 Hz a 30 °C. Utilizou-
se o0 padrao analitico de pectina citrica (Sigma-Aldrich), nas mesmas condi¢des, para
comparagao.

{037}. Finalizando a etapa 6), os valores dos mddulos elastico e viscoso e da
viscosidade complexa foram determinados diretamente pelo software RheoWin Data
Manager (Versao 4.86.0002, HAAKE). Os experimentos foram realizados em
duplicata com média e desvio padrao avaliados pelo software estatistico Graphpad
Prism 5.

{038}. Em relacao a etapa 7), reducado da viscosidade complexa devido a
hidrolise enzimatica, a viscosidade complexa de cada amostra na concentragao de
5,0% (m/v) alcangou a metade do valor inicial em diferentes tempos. A amostra de
pectina extraida do bagago umido da laranja alcangou o valor de 30 P em 10 segundos
de reagao, enquanto a amostra da pectina analitica alcangou o valor de 6 P em 50

segundos de reagao (Tabela 1).
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{039}. Continuando a etapa 7), ressalta-se que a diferenga entre a viscosidade
complexa inicial entre as dispersdes de pectina do bagacgo de laranja umido e do
padrdo analitico se deve a quantidade de ramificagdes que cada amostra possui,
apesar de ter sido utilizada a mesma concentracéo de 5,0%(m/v) de pectina em
ambas.

{040}. Finalizando a etapa 7), reducao da viscosidade complexa devido a
hidrolise enzimatica, nas dispersdes com concentragao de 5,0% (m/v), durante os 100
segundos iniciais da hidrélise enzimatica das amostras de pectina, verificou-se que a
viscosidade complexa da pectina extraida do bagaco umido da laranja sofreu uma
queda de aproximadamente 91%. Para o padrao analitico de pectina, houve queda de
75% na viscosidade complexa (Tabela 1) em relagdo a amostra controle sem a adigao
do extrato enzimatico. Apés 100 segundos de reagdo, os valores de viscosidade
complexa de ambas as amostras se mantiveram estaveis até o término da analise,
sugerindo que o substrato (cadeia de homogalacturonana) foi hidrolisado pelo extrato

de pectinase durante este periodo de analise.

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

Concentragao Tempo de reacéo (s)
Amostra (miv) 0 10 50 100
WOP 59 P 30P - 5P
5,0%
SP 12P - 6P 3P

{001}. Em relagdo a etapa 8), liberacdo de D-GalA durante a hidrolise
enzimatica, para relacionar a queda da viscosidade complexa com a liberacado de D-
GalA, as amostras também foram analisadas em HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia).

{002}. Ainda na etapa 8), as analises dos hidrolisados no HPLC apés 100
segundos de reacao (tempo na qual a viscosidade complexa ja estava estabilizada)
mostraram um teor de 0,33 mg mg™' (mg de D-GalA/mg de pectina) para a amostra de
pectina extraida do bagagco umido de laranja na concentragéo de 5,0% (m/v). Ja em

relagdo ao padrao analitico, os teores de D-GalA foram de 0,45 mg mg"' na
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concentragdo de 5,0% (m/v). Ressalta-se a inexisténcia de D-GalA livre nas
dispersoes de pectina antes da hidrélise enzimatica.

{003}. Finalizando a etapa 8), considerando o teor de D-GalA apresentado
em {029} e o resultados encontrados no HPLC apresentados em {042}, os
rendimentos das reag¢des de hidrélise, na concentragdo de 5,0% (m/v) apdés 100
segundos de reacao, foram respectivamente de 48% para a pectina extraida do
bagaco de laranja umido e 57% para a pectina do padrao analitico.

{004}. Em relagao na etapa 9), atividade enzimatica a partir da geragao de D-
GalA, usualmente considera-se que uma unidade de atividade enzimatica (U) é a
quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de substrato por minuto sob condi¢cdes
padrao de temperatura, pH e demais variaveis. Contudo, muitas enzimas utilizadas na
industria sdo impuras, dificultando a quantificacdo de proteina ativa responsavel pela
transformacao do substrato. Deste modo, a concentragcao destas enzimas comerciais
€ determinada em unidades por mL de extrato enzimatico. Assim, nota-se que as
unidades de atividade enzimatica sao definidas de diversas maneiras para enzimas
diferentes e podem ter diferentes definigdbes para a mesma enzima em condigdes
reacionais e contextos diferentes (MUTLU et al., 1999).

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

{006}. Ainda na etapa 9), a atividade enzimatica foi calculada com base nos
resultados apresentados em {042} (Equacgao 2). Para a amostra de pectina extraida
do bagago umido da laranja, para a concentragdo de 5,0% (m/v), a atividade
determinada foi de 34.426 U mL™". Para o padrdo analitico de pectina citrica, na
concentragdo de 5,0% (m/v), a atividade determinada foi de 46.686 U mL-'. Ressalta-
se que uma unidade de atividade enzimatica (U) € definida como a liberagao de 1 ymol
de D-GalA por minuto nas condi¢gdes do ensaio e dividido pelo volume de extrato

enzimatico utilizado.
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Equacdo 2: Calculo de atividade enzimatica, considerando as concentragdes de D-GalA

quantificado pelo HPLC:

PGalA
t

Unpic =

U
Atividade Enzimatica = ——<
Vg
Onde:
Uype = Unidade de atividade enzimatica baseada na determinacéo de D-GalA por HPLC (umol/min)
Peaa = Acido galacturénico gerado (umol)
t = Tempo de reagdo (min)
Vi = Volume de extrato enzimatico utilizado (mL)

{007}. Finalizando a etapa 9), observando a produgéao de D-GalA, conseguiu-
se associar a agao da enzima em hidrolisar a estrutura da pectina e liberar D-GalA, e
deste modo concluiu-se que foi possivel observar a hidrélise enzimatica da pectina
dessa maneira.

{008}. Em relacao a etapa 10), determinacgao da atividade enzimatica a partir
da redugdo da viscosidade complexa, levando em considerando a queda da
viscosidade complexa identificada pelo redmetro rotacional, formulou-se uma
interpretacdo da unidade de atividade enzimatica U, semelhante a apresentada em
[30], demonstrada em {049}.

{009}. Continuando a etapa 10), considerando a redugdo da viscosidade
complexa (Tabela 1), estipulou-se que uma unidade de atividade (U) € o volume de
extrato necessario para reduzir a viscosidade complexa inicial pela metade, por minuto
de reacao na temperatura de 30 °C (Equacgao 3). A atividade enzimatica da amostra
de pectina extraida do bagago de laranja, na concentragao de 5,0% (m/v), foi de
32.000 U mL-". No padréo analitico de pectina citrica, na concentragéo de 5,0% (m/v)

também foi determinado o valor de 32.000 U mL"".
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Equagao 3: Calculo de atividade enzimatica, considerando a reducdo da viscosidade
complexa inicial:

|Tl*|o 1
U,- = X
n 2 t

n*
/2

*

Atividade Enzimatica =
E

Onde:
U, = Unidade de atividade enzimatica baseada na viscosidade complexa (P/min)
In*|, = Viscosidade complexa inicial da disperséao (P)

n'y, = Tempo de reagéo até a metade da viscosidade inicial (min)

Vi = Volume de extrato enzimatico utilizado (mL)

{010}. Finalizando a etapa 10), conseguiu-se associar a agao da enzima em
hidrolisar a estrutura da pectina e diminuir a viscosidade complexa da dispersao, e
deste modo concluiu-se que foi possivel observar a hidrélise enzimatica da pectina
através deste método.

{011}. Diante dos resultados obtidos descritos nos paragrafos anteriores,
pode-se considerar que o método para medir a atividade de pectinases em dispersdes
de pectina através de analise em rebmetro rotacional, descrito nesta patente, é
vantajoso no que diz respeito as condi¢des operacionais, citadas em {010, 012-015 e
017}, e a eficiéncia em se monitorar a atividade da enzima pela queda de viscosidade
complexa {038-040}, que se correlaciona bem com a producao de D-GalA {042}. Além
disso, permitiu rapidamente o calculo para atividade enzimatica {046 e 049} com base
na reducao da viscosidade complexa inicial {038}, utilizando um volume de 3 mL de
disperséo de pectina em uma concentracao de 5,0% (m/v) em menos de 2 minutos de

reacao.
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REIVINDICACOES

1. METODOLOGIA PARA DETERMINAGAO DE ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, caracterizada pela utilizagdo de parametros reoldgicos
obtidos em sistema oscilatério dindmico de redmetro rotacional, a partir da analise da
queda da viscosidade complexa de dispersdes de pectina, preferencialmente de
origem citrica, mas que pode ser utilizada para outras fontes de pectina.

2. METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pela
reducao significativa da viscosidade complexa nas amostras de pectina citrica, mas
nao limitada a esta fonte de pectina, em tempo reacional reduzido (menos de dois
minutos) e com baixo volume de amostra (3 mL).

3. METODOLOGIA PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUCAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pela
utilizacédo de dispersdes de pectina citrica de 5% (m/v), mas né&o limitada a esta
concentracao, podendo ser utilizada com pectina de outras fontes.

4. METODOLOGIA PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizada
pela rapidez da analise e pela correlagdo com a produgéo de acido D-galacturénico
durante a hidrélise de dispersdes de pectina citrica, podendo ser utilizada com pectina
de outras fontes.

5. METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com as reivindicagdes 1 e 4, com a reducéo
da viscosidade complexa que pode ser utilizada para acompanhamento da produgao
de acido D-galacturénico por hidrolise enzimatica de amostras de pectina citrica, mas
nao limitada a esta fonte de pectina.

6. METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PECTINOLITICA ATRAVES DA REDUGAO DA VISCOSIDADE COMPLEXA EM
REOMETRO ROTACIONAL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser
uma metodologia que possibilita simultaneamente a determinagcdo da atividade
pectinolitica e acompanhamento da producédo de acido D-galacturénico em tempo
real, pela analise da queda da viscosidade complexa de dispersdes de pectina citrica,
podendo ser utilizada com pectina de outras fontes.
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