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RESUMO
Também conhecidas como pectinases, as enzimas pectinoliticas atuam realizando a quebra da
pectina, composto presente em diversas frutas e vegetais. A produgdo de enzimas, incluindo as
pectinases, € uma forma viavel de valorizar residuos agroindustriais, que sao utilizados como
meio de cultivo. Em larga escala, ¢ preferivel utilizar a técnica de fermentag¢ao em estado s6lido
e fungos produtores, com destaque para o género Aspergillus. Este trabalho busca apresentar
um panorama sobre as enzimas pectinoliticas e os elementos que a envolvem, como técnicas de
producao e suas diversas formas de utilizacao. O levantamento bibliografico foi feito utilizando
como fonte o Google Académico e repositorios digitais de instituicdes de ensino nacionais,
usando critérios de termos presentes no titulo dos trabalhos e nas palavras-chave. Os resultados
foram segmentados conforme o tipo de utilizagdo das pectinases. A partir do levantamento
bibliografico e dos resultados expostos, foi possivel destacar alguns pontos, como o
crescimento nas ultimas décadas do mercado de pectinases e a possibilidade de adaptacao

geografica na producdo das enzimas pectinoliticas.

Palavras-chave: enzimas, pectinases, residuos agroindustriais, agregacao de valor.



ABSTRACT

Also known as pectinases, pectinolytic enzymes act by breaking down pectin, a compound
present in various fruits and vegetables. The production of enzymes, including pectinases, is a
viable way to valorize agro-industrial waste, which is used as a cultivation medium. On a large
scale, it is preferable to use solid-state fermentation technique and fungi producers, with
emphasis on the Aspergillus genus. This work aims to provide an overview of pectinolytic
enzymes and the elements involved, such as production techniques and their various forms of
utilization. The literature review was conducted using Google Scholar as a source and digital
repositories of national educational institutions, using criteria based on terms present in the
titles and keywords of the works. The results were segmented according to the type of utilization
of pectinases. Based on the literature review and the presented results, it was possible to
highlight some points, such as the growth in the pectinase market in recent decades and the

possibility of geographic adaptation in the production of pectinolytic enzymes.

Key-words: enzymes, pectinases, agro-industrial residues, value-added.
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1. INTRODUCAO

Enzimas s3o substancias organicas, normalmente proteinas, que atuam como
catalisadores nas reacdes bioquimicas dos seres vivos, sendo capazes de realizar uma vasta
gama de reacdes, muitas das quais sdo extremamente complexas de serem realizadas por sintese
quimica (ILLANES, 2008).

As enzimas sdo utilizadas comercialmente antes mesmo de serem conhecidas suas
origens e propriedades. Atualmente, sdo aplicadas industrialmente em diversos produtos, como
bebidas, alimentos, racdo animal, processamento de couro, biocombustivel, detergentes, entre
outros. Aplicagdes industriais representam mais de 80% do mercado mundial de enzimas,
contando com aproximadamente 200 enzimas utilizadas comercialmente, de um todo de mais
de 4000 conhecidas. (ILLANES, 2008; MESSIAS et al., 2011).

Um grupo relevante de enzimas de uso comercial sdo as enzimas pectinoliticas, ou
pectinases, que atuam quebrando a pectina, um polissacarideo presente em diversas frutas. Por
conta disso, sao utilizadas predominantemente na industria de sucos e vinhos, para reduzir a
viscosidade e na melhoria da eficiéncia da filtragao e clarifica¢do de sucos de frutas. Além disso,
as pectinases vém ganhando espaco em outros setores da industria (UENOJO e PASTORE,
2007).

As enzimas produzidas em larga escala sdo em sua maioria originadas a partir de
microrganismos, podendo ser via fermentacdo submersa (FSm) ou fermentagdo em estado
solido (FES). No caso das enzimas pectinoliticas, geralmente prefere-se utilizar a FES, método
que se destaca, pois, os substratos tipicos sdo residuos agroindustriais, que atuam como fontes
de carbono para o crescimento celular (RAO et al., 1998; UENOJO e PASTORE, 2007).

Isso € relevante especialmente em paises como o Brasil, que € um grande produtor de
diversas culturas agricolas e um dos principais exportadores de alimentos do mundo. Essa alta
producdo de alimentos traz consigo uma grande geracdo de residuos, que, com o
desenvolvimento de processos biotecnologicos envolvendo fermentacao, estdo sendo usados na
producao de diversos produtos de alto valor agregado, incluindo enzimas. (SOCCOL e
VANDENBERGHE, 2002).

Nos préximos anos, espera-se que o mercado mundial de pectinases apresente
crescimento, considerando uma grande demanda de bebidas em paises da Europa e América
Latina, além do aumento do interesse de consumo de alimentos prontos para o consumo e de

embalados por pessoas em paises desenvolvidos (Zion Market Research, 2023).
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Nesse contexto, este estudo teve como objetivo revisar a literatura atual sobre a
utilizagdo de enzimas pectinoliticas. A motivagao por trds da escolha desse tema teve inicio ha
quase trés anos, quando comecei a fazer parte de um projeto de iniciagdo cientifica no
Laboratorio de Bioengenharia. Nesse tempo, pude ter contato direto com todas as etapas de
laboratério que envolveram a produgdo da poligalacturonase e aplicagdo da enzima produzida
em suco de Uva Itdlia. Essa experiéncia me trouxe um senso critico na escolha e avaliagdo da

bibliografia utilizada aqui.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais
Realizar um levantamento bibliografico da atual utilizagdo de enzimas pectinoliticas

no mundo.

3. METODOLOGIA

As fontes utilizadas para realizacdo do levantamento bibliografico desse estudo foram:

o Google Académico: Plataforma escolhida por sua base de dados indexar uma
grande variedade de fontes académicas nacionais e internacionais, incluindo revistas cientificas,
repositdrios institucionais, sites de universidades, eventos académicos, etc.

. Repositorios digitais: Além do Google Académico, também foi utilizado
diretamente o repositorio digital de instituicdes de ensino nacionais, em busca de teses,
dissertacdes e trabalhos de conclusdo de curso relacionados ao tema em questao.

Os filtros utilizados para selecionar os trabalhos partiu da visualizagdo do titulo e
palavras-chave, buscando os seguintes termos: “Enzimas pectinoliticas” “pectinases”,

“residuos agroindustriais”.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Valorizacao de Residuos Agroindustriais

O reaproveitamento de residuos agroindustriais ¢ uma base de pesquisa que vem
apresentando crescimento nos ultimos anos, visto o aumento de demanda por estudos que
buscam minimizar os desperdicios da produgdo e industrializa¢do de alimentos.

Por serem subprodutos de processos agroindustriais, os residuos sdo abundantes e

possuem custo relativamente baixo no Brasil. De acordo com Rosa et al. (2011), residuos podem
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representar perda de biomassa e de nutrientes, além de aumentar o potencial poluidor que,
associado a disposi¢do inadequada, acarreta problemas de satde publica.

Os residuos podem ser reaproveitados de diversas formas: o estudo de Gaspar et al.
(2020) mostra o uso de residuos de uma agroindustria de hortaligas através do desenvolvimento
da compostagem, uma técnica que permite a utilizacdo de residuos para transformé-los em
fertilizante organico composto. A pesquisa de Caraschi, Ledo e Chamma (2009) apresenta a
utilizacao de casca de arroz para preparagao de painéis para utilizagdo na arquitetura, enquanto
Brito e Rodrigues (2017) realizaram um estudo de caso sobre aproveitamento de serragem e
outros residuos de madeiras para produgdo de briquetes.

Uma maneira de reaproveitar residuos agroindustriais ¢ utilizando os mesmos em
processos biotecnoldgicos. Pinheiro (2020) utilizou melaco de cana de agucar como base do
meio de cultivo para crescimento da levedura Rhodotorula glutinis, para posterior secagem em

camada de espumas. Nagy (2018) estudou a producdo de um biossurfactante de baixo custo

utilizando residuos de abacaxi e caju.

4.1.1. Maracuja

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracuji, produzindo
aproximadamente 684 mil de toneladas no ano de 2021 (IBGE, 2021). O maracuja pertence ao
género Passiflora, e estimativas apontam que esse género € composto por mais de 500 espécies,
das quais mais de 150 sdo nativas do Brasil. O cultivo do maracuja em solo nacional foi
influenciado por tecnologias que foram implementadas com o objetivo de proporcionar maior
resisténcia a doengas, maior produtividade e maior qualidade de frutos. As espécies com esse
tipo de melhoramento genético sdo denominadas cultivares (FALEIRO, 2016).

De acordo com Silva et al. (2012), a casca do maracuja apresenta grande quantidade de
vitaminas, minerais, proteinas e pectina, e suas concentragdes variam de acordo com o estagio
de maturagdo do fruto. Torrezan (1998) explica que frutas ligeiramente verdes tem maior teor
de pectina que as muito maduras, pois conforme ocorre o amadurecimento da fruta, a pectina
decompde-se em acido péctico. A pectina do maracujd é constituida de 76 a 78% de acidos
galacturonicos, 9% do grupo metoxila, galactose e arabinose (MACIEL, 2009).

Os nutrientes presentes na casca do maracuja aliados ao teor de pectina fazem do residuo
dessa fruta ter um perfil promissor para reaproveitamento como substrato em fermentacao em
estado solido, inclusive para producdo de enzimas pectinoliticas, e alguns estudos confirmam

1SS0.
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Maciel (2009) utilizou cascas de maracuja como substrato para crescimento do
microrganismo Aspergillus niger URM4645 e produziu pectinases via fermentacdo em estado
solido (FES), obtendo pico de atividade de 31,35 U/g de endo-PG (com 96 horas) ¢ 7,98 U/g
de exo-PG (com 72 horas).

Souza (2008) utilizou o residuo (casca e albedo) do maracuja-amarelo (Passiflora edulis
f. flavicarpa) no estagio semi-maduro como meio de cultivo do fungo filamentoso Aspergillus
niger CCT 0916 para producao de pectinases via fermentagdo em estado solido, obtendo picos
de 250 U/g de atividade pectinolitica e 20,9 U/g de atividade poligalacturondsica, em 44 ¢ 66

horas de fermentagdo, respectivamente.

4.1.2. Farelo de Trigo

Um outro subproduto que pode ser utilizado como substrato em processos fermentativos
¢ o farelo de trigo, sendo um dos mais estudados em varios tipos de processo.

A composicdo estrutural do farelo de trigo trata-se majoritariamente de celulose,
hemicelulose e lignina. Por conta disso, o farelo de trigo ¢ amplamente estudado e classificado
como bom substrato para produc¢do de enzimas via fermentagdo em estado sélido (FES). Nesse
tipo de cultivo, o substrato s6lido ndo apenas fornece os nutrientes para o microrganismo, como
também atua como suporte para seu crescimento (PANDEY, 2002 apud SANTOS, 2007).

O estudo de Bakker, Santos e Macedo (2017) mostra a utilizagdo do farelo de trigo para
producdo de xilanase via fermentagdo em estado sélido a partir do fungo Aspergillus oryzae
CCT 0975 e Trichoderma reesei CCT 2768. O resultado 6timo de atividade enzimatica de foi
1,84 +£ 0,01 Ul/mL, com pH 3,3, 900,0 um de granulometria e umidade de 40%.

4.2. Processos fermentativos

A fermentagdo ¢ uma das mais antigas formas de processamento de alimentos e bebidas,
sendo utilizada desde a pré-historia, na produgado de pao, cerveja, vinho, entre outros. Na China,
estudos mostraram evidéncias da producdo de alimentos entre 2500 a 500 a.C que utilizavam
como base o “koji”, que consiste numa massa umidificada de um cereal cozido na qual houve
o crescimento de Aspergillus oryzae e a consequente producao de um complexo enzimatico
com atividade diastatica (Del Bianchi et al., 2001).

Porém, apenas no século XIX, com os estudos de Louis Pasteur, foi descoberto que a
fermentacdo era iniciada por organismos vivos e, em estudos seguintes feitos por Biichner e
outros cientistas, descobriu-se melhor seu mecanismo de funcionamento (CORNISH-

BOWDEN, 1997; TONOLLI, FRANCO e SILVA, 2021). Com o aprimoramento da
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biotecnologia ao passar dos anos, os processos fermentativos passaram a ser utilizados cada vez
mais na industria.

Os processos de fermentacao foram classificados em dois grupos, de acordo com o tipo
de meio de cultivo: Fermentacdo em Estado Solido (meio so6lido) e Fermentagdo Submersa

(meio liquido).

4.2.1. Fermentacdo Submersa

A fermentagdo submersa ¢ o processo de crescimento de microrganismos no qual o meio
fermentativo ¢ liquido e os substratos utilizados sdo soluveis (FEITOSA, 2009). Sao preferiveis
no uso industrial para producdo de enzimas, pois a instrumentacdo e controle do processo sao
facilitadas (SANT’ANNA JR, 2001).

Um exemplo da utilizagdo da fermentagdo submersa na produgdo de enzimas
pectinoliticas ¢ o estudo de Silva et al. (2021). Na pesquisa, os autores utilizaram o bagago de
malte, residuo da industria cervejeira, como fonte de carbono no cultivo de duas espécies de
macrofungos (cogumelos): Pleurotus djamor e Hypsizygus ulmarius, que sdo classificados
como basiomicetos. Os autores trazem que as variaveis que mais influenciaram o processo
foram: concentragdo do bagago de malte, temperatura e agitagdo. Os resultados de atividades

otimas estdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Condigdes 6timas de cultivo

_ Concentracdo de Temperatura _ Atividade
Espécie Agitagéo (rpm) s
bagaco de malte (g/L) (°C) enzimatica (U/mL)
P. djamor 30 29 75 2,544
H. ulmarius 30 24 150 2,367

Fonte: Silva et al. (2021)

4.2.2. Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

A fermentacdo em estado soélido ¢ definida como o processo de crescimento de
microrganismos que ocorre em um meio de cultivo com auséncia ou proximo a auséncia de
agua livre, contendo teor de umidade suficiente apenas para manter o crescimento € o
metabolismo do microrganismo (PANDEY, 2003).

Nesse processo, pode-se utilizar microrganismos tanto em seu estado natural (ensilagem
ou compostagem) como na forma de culturas puras individuais, como enquadram-se a maior

parte das pesquisas nesta area (Del Bianchi et al. 2001).
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A FES apresenta varias vantagens em relacdo a FSm, dentre elas, pode-se destacar as
seguintes (SANTOS, 2007):
e Técnica mais simples;
e Possibilidade de utilizacdo de residuos que sdo abundantes e de baixo custo
como matéria-prima;
e Condig¢des de cultivo mais proximas ao habitat natural do microrganismo;
e Apresentar maiores rendimentos do produto desejado.
Porém, também apresenta algumas desvantagens, como:
e Dificuldades no aumento de escala;
e Dificuldade em controlar pardmetros do processo (pH, umidade, condigdes de

substrato).

Atualmente, a FES ¢ aplicada em diversos bioprocessos, como biorremediacdo e
biodegradacdo de compostos perigosos, desintoxicacdo biologica de residuos agroindustriais,
biotransformacgao de culturas e residuos agricolas para enriquecimento nutricional (PANDEY,
2003). A FES também ¢ aplicada visando a industria de alimentos, como na produgdo de
aromas, acidos orgéanicos, goma xantana e enzimas (COUTO e SANROMAN, 2006).

De acordo com Raghavarao et al. (2006), muitos microrganismos sdo capazes de crescer
em substratos solidos, mas apenas fungos filamentosos podem crescer de maneira significativa
com baixa disponibilidade de agua livre. Como exemplos, pode-se citar o uso de culturas de

Rhizopus, Trichoderma, Penicillium e Aspergillus.

4.3. Enzimas
Enzimas sdo grupos de substancias organicas, geralmente proteinas, que sdo sintetizadas
nas proprias células onde atuam, agindo como catalisadores nas reacdes bioquimicas dos seres
vivos (TORRES, 2001). A a¢do catalisadora das enzimas ocorre por conta da diminui¢do da
energia de ativacdo das reacdes, ou seja, elas reduzem a energia minima necessaria para que

uma reacao seja iniciada, como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Energia de ativacdo de reacdes com e sem catalisador
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Reacao sem catalisador

- - - - Reacdo com catalisador

Energia

v

Caminho da reacao

Fonte: Wikipedia Commons (2006)

Apesar das enzimas estarem no cotidiano do ser humano ha bastante tempo, atuando,
por exemplo, em processos fermentativos, segundo Tonolli, Franco e Silva (2021), foi a partir
do século XVII que houve um maior interesse na realizagdo de estudos com o objetivo de
investigar seu mecanismo de funcionamento. Ja durante o século XX, os estudos foram mais
direcionados a aplicagdes industriais € médicas.

O mercado mundial de enzimas industriais apresentou um grande crescimento nas
ultimas décadas, visto que em 1995 era avaliado em U$ 1 bilhdo e em 2022 foi mensurado em
US$ 6,95 bilhdes (UENOJO e PASTORE, 2007; Grand View Research, 2022). O levantamento
atual mostra que € prevista uma taxa de crescimento anual composto (CAGR) de 6,4% entre
2023 a 2030. Além disso, também mostra que a fonte microbioldgica de produ¢do domina o
mercado industrial de enzimas, sendo responsavel por 85,4% de receita (Grand View Research,
2022).

Os maiores produtores e consumidores de enzimas do mundo sdo os paises da Europa e
os EUA, e sdo usadas em diversos segmentos da industria: 34% em detergentes, 28% em
alimentos e bebidas, 18% em bioenergia, 15% em agricultura e ragdo animal e 7% sobre
enzimas técnicas e farmacéuticas (NOVOZYMES, 2017 apud SARAIVA, 2020). As principais
empresas produtoras de enzimas microbianas sdo as multinacionais Novozymes (Dinamarca),
Dupont (EUA), BASF (Alemanha) e DSM (Holanda) (Grand View Research, 2016 apud
SARAIVA, 2020).

O Brasil € o pais que mais se destaca na producgado de enzimas na América Latina, mesmo
sendo essencialmente um importador desse produto. Os principais tipos de enzimas no mercado

nacional sdo carboidrases, proteases, lipases e pectinases, que sdo aplicadas em processos de
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panificacdo, laticinios e alimentos processados (Mordor Intelligence, 2019 apud SARAIVA,
2020)

As enzimas sao produzidas pelas células de todos os organismos, sendo dividida em trés
grandes grupos: Animais, vegetais e microrganismos. A bromelina e a papaina sao exemplos de
enzimas de origem vegetal, e s3o obtidas a partir do abacaxi e do mamao, respectivamente.
Ambas fazem parte do grupo de proteases e sdo de interesse comercial (PARK, 2001). Dentre
as enzimas de origem animal, pode-se citar a pepsina e a pancreatinina, por também possuirem
interesse econdmico. As enzimas com essa origem sao obtidas a partir da maceracao dos tecidos
onde sdo produzidas (6rgaos como estomago e pancreas) (RODARTE, 2005).

A forma microbiolégica para obtencdo de enzimas passou a ser estudada como
alternativa as fontes animal e vegetal, e apresenta vantagens, como baixos custos de produ¢do
e possibilidade de producao em larga escala, utilizando fermentadores industriais (RODARTE,
2005).

A intensidade da acdo das enzimas em determinado momento pode ser representada
através da atividade enzimdtica, que de acordo com a defini¢do proposta pela IUB (unidade
internacional — IU), considera uma unidade de atividade como a quantidade de enzima que
catalisa a transformacdo de um micromol de substrato por minuto em condigdes de ensaio
definidas (SANT’ANNA JR., 2001). Normalmente, os autores expressam seus resultados de

atividade por massa ou volume de meio fermentado - U/g ou U/mL.

4.3.1. Produgao industrial de enzimas

Industrialmente, as enzimas sao produzidas em sua maioria via fermentacdo submersa,
pois apresenta vantagens como instrumentacdo e controle de processo. Porém, esse processo
também possui desvantagens, como maiores riscos de contaminacdo, maior necessidade de
espaco e menores rendimentos. (SANT’ANNA JR., 2001)

A produgdo geralmente ocorre em fermentadores agitados mecanicamente, com
capacidade entre 10.000 a 100.000 litros, operados em batelada (modo descontinuo). A
fermentacdo em batelada para producdo de enzimas pode durar de 30 a 150 horas. O parametro
mais representativo para determinar o término da fermentagao ¢ a atividade enzimatica. Porém,
outros parametros também podem ser utilizados, como pH e oxigénio dissolvido
(SANT’ANNA JR., 2001).

Sobre o meio de cultivo, normalmente sdo utilizados residuos agroindustriais como
substrato para crescimento dos microrganismos, por conta dos altos custos dos meios sintéticos.

Os residuos atuam como fontes de carbono e nitrogénio, atuando como suporte para o
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crescimento do microrganismo, além de possuirem uma estrutura polimérica e composi¢ao rica
em amido, lignocelulose e pectina (ROCHA, 2010).

Para produzir enzimas em larga escala para fins comerciais, ¢ necessario selecionar os
microrganismos produtores e otimizar as condi¢des do processo, de modo a garantir a
rentabilidade e eficiéncia do processo (SCHMID et al., 2001; KOELLER & WONG, 2001 apud
RODARTE, 2005). Na etapa de otimizacao, alguns aspectos devem ser considerados, como a
composi¢ao do meio de cultivo (concentracdo de substrato e microrganismo), temperatura de
incubacdo, pH do meio de cultivo, aeracdo e uso de indutores (THIRY & CINGOLANI, 2002
apud RODARTE, 2005).

Estudos exploram uma ampla variedade de microrganismos e residuos agroindustriais
nesse tipo de obten¢do de enzimas. Silva et al. (2018) produziu amilase e protease a partir da
fermentagdo em estado solido de Metarhizium anisopliae, utilizando algaroba como substrato.
Souza (2016) produziu proteases utilizando o fungo filamentoso Mucor subtilissimus e farelo
de soja como substrato.

As enzimas de origem microbiana sdo produzidas industrialmente em um processo que
pode ser dividido em duas etapas: processo fermentativo e processo de separacao e recuperagao
das enzimas. A separacdo e recuperacdo da enzima depende de como ela é produzida pelo
organismo, podendo ser extracelular ou intracelular. As enzimas extracelulares sdo produzidas
e expelidas pelas células em direcao ao ambiente externo (substrato), enquanto as intracelulares
permanecem dentro da célula e atuam no interior da mesma (ROCHA, 2010).

Por conta dessa diferenga, o processo de recuperacdo para enzimas extracelulares ¢
iniciado no liquido fermentado (Fermentagdo Submersa) ou no meio de cultivo (Fermentagao
em Estado Solido), enquanto para enzimas intracelulares, € necessario utilizar algum método
de ruptura celular. Por terem processos de extra¢do e purificagdo menos custosos, as enzimas
extracelulares possuem grande interesse comercial (MARQUART et al., 2002 apud
RODARTE, 2005).

4.3.2. Pectina

Pectina ¢ um termo geral que designa 4cidos pectinicos soliveis em 4gua, com grau
variavel de grupo metil éster (UENOJO & PASTORE, 2007). Estdo associadas a celulose,
hemicelulose e lignina, sendo mais abundantes em frutos e em tecidos jovens, como por
exemplo, cascas de frutas citricas. As pectinas contribuem para a adesao entre as células e para
a resisténcia mecénica da parede celular (BRANDAO e ANDRADE, 1999). A Tabela 2 mostra

o percentual de pectina em diferentes matérias primas.
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Tabela 2 — Teor de pectina presente em alguns tecidos vegetais

Origem Pectina (% em matéria seca)
Batata 1,8a3,3
Tomate 1,8a3,3
Maca 5,0a7,0
Beterraba 15,0 220,0
Albedo citrico 30,0 a 35,0

Fonte: Canteri et al. (2012)

A estrutura das moléculas das pectinas ¢ composta por uma cadeia linear de unidades
de a-D-acido galacturdnico e residuos de monossacarideos, como a L-ramnose, arabinose,
galactose e xilose (UENOJO e PASTORE, 2007). A estrutura da pectina permite diversas
variagdes, por isso, ndo possuem forma estrutural nem massa molecular fixas (SAKAI, 1993

apud MELO, 2016). As Figuras 2 e 3 trazem representagdes da molécula de pectina.

Figura 2 — Representacao estrutural da molécula de pectina, sem a presenca dos
monossacarideos

Fonte: Uenojo e Pastore (2007)

Figura 3 — Representa¢do esquematica da molécula de pectina, destacando os grupos mais
comuns de monossacarideos presentes
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Fonte: Melo (2016)
As substancias pécticas sdo classificadas em quatro tipos principais (JAYANI; SAXENA
e GUPTA, 2005):

e Protopectina: Presente em fibras intactas, ¢ insoliivel em agua;

e Acido Péctico: Polimero soluvel de galacturonanas que contém quantidade
insignificante de grupos metoxila;

e Acidos Pectinos: Cadeia de poligalacturonanas que contém até 75% de unidades
de galacturonato metilado;

e Pectina (Polimetil galacturonato): Material polimérico que contém ao menos
75% de grupos carboxila. Na parede celular, proporciona rigidez a quando ligado
a celulose.

As pectinas sdo utilizadas industrialmente como agente de gelificacao, ou seja, conferem
textura de geleia nos produtos. Por isso, sdo usadas nas industrias processadoras de frutas, na
producdo de doces e confeitos, em confeitaria industrial, na industria lactea, na induastria de
bebidas e em comestiveis finos. Sua caracteristica de conferir viscosidade e estabilizar emulsdes
também possibilita seu uso em suspensdes em vdrias preparacdes farmacéuticas liquidas

(Revista Aditivos & Ingredientes, 2016).

4.4. Enzimas pectinoliticas
Enzimas pectinoliticas, ou pectinases, sdo um grupo de enzimas que quebram a pectina,
substancia presente principalmente em células vegetais. Sdo produzidas por plantas, fungos
filamentosos, algumas bactérias e poucas leveduras (SOUZA, 2008).
De acordo com Uenojo e Pastore (2007), a classificacdo das enzimas pectinoliticas ¢

feita de acordo com o modo de ataque a molécula de polimeros pécticos, sendo feita pela
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preferéncia do substrato (pectina, acido péctico ou protopectina), pela acdo (transeliminagdo ou
hidrolise) e pelo tipo de clivagem (randomica ou terminal). Assim, as pectinases podem ser
divididas em trés tipos, listadas a seguir (UENOJO e PASTORE, 2007). O mecanismo de
atuacao delas podem ser vistos na Figura 4.

e Pectina esterase: Também chamada de polimetilgalacturonato esterase (PMGE), essa
enzima remove os grupos metil éster da pectina, convertendo-a em pectato e liberando metanol
(UENOJO e PASTORE, 2007). Apresenta valores de pH 6timo variando entre 4 a §, e
temperatura 6tima de 40 a 50°C (JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005).

e Protopectinases: Hidrolisam a protopectina insoluvel, formando pectina soluvel
polimerizada. Nao sdo muito abundantes e possuem pouco interesse industrial na quebra da
pectina (SOUZA, 2008; UENOJO & PASTORE, 2007).

e Despolimerases: As enzimas desse tipo aceleram a quebra das liga¢des a-1,4 entre os
mondmeros do acido D-galacturénico da cadeia de galacturonana (SANTOS, 2007). As
despolimerases sao subdivididas pela agao hidrolitica (hidrolases) ou transeliminativa (liases),
pelo mecanismo de atuagdo endo- (randdémico) ou exo- (a partir do final da molécula) e pela
preferéncia por acido péctico ou pectina como substrato (UENOJO & PASTORE, 2007).

> Hidrolases: Esse grupo ¢ composto pelas polimetilgalacturonases (PMG) e as
poligalacturonases (PG), e podem apresentar acdo de hidrolise dos tipos endo-
(randdmica) ou exo- (sequencial).

As polimetilgalacturonases (PMG) presumivelmente realizam a hidrélise de
polimetilgalacturonatos, transformando-os em oligometilgalacturonatos. Sao citadas em
algumas literaturas, mas alguns autores questionam sua existéncia (UENOJO e
PASTORE, 2007).

As poligalacturonases (PG) correspondem ao grupo mais abundante de enzimas
pectinoliticas, sendo as mais estudadas (JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005; SHARMA,
2012). Elas catalisam a quebra das ligagdes glicosidicas a-1,4 entre dois residuos de acido
galacturonico pela adi¢do de dgua (hidrélise) (UENOJO e PASTORE, 2007).

Grande parte das poligalacturonases obtidas de diferentes microrganismos
possuem pH 6timo de atividade na faixa entre 3,5 a 5,5, e temperatura 6tima na faixa

entre 30 a 50°C (JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005).

» Liases: Também conhecidas como transeliminases, essas enzimas quebram as

ligagdes glicosidicas entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do &cido
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galacturénico formado (SANTOS, 2007). Esse grupo inclui a pectina liase e a pectato
liase, que também sao subdivididas entre endo e exo.

A pectina liase (polimetilgalacturonato liase — PMGL) atua preferencialmente no
acido pectinico e realiza a clivagem das ligagdes por transelimina¢ao do hidrogénio dos
carbonos das posi¢des 4 ¢ 5 da por¢do aglicona do substrato (UENOJO e PASTORE,
2007). Possui pH 6timo em torno de 5,5 e temperatura 6tima entre 40 e 50°C (MAYANS,
1997).

A pectato liase (poligalacturonato liase - PGL) possui preferéncia por acido
péctico como substrato e possui pH 6timo entre 7,5 e 10 e temperatura 6tima também

entre 40 e 50°C (MAYANS et al., 1997; JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005).

Figura 4 - Modo de agdo das pectinases em uma molécula de pectina
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Fonte: Uenojo e Pastore (2007)

4.4.1. Produgido de pectinases por fungos

Estima-se que as enzimas pectinoliticas produzidas por microrganismos representam

25% das vendas mundiais de enzimas alimentares (SHARMA, 2012). Varias espécies de fungos



22

sdo estudadas e classificadas como produtoras de pectinases. A Tabela 3 mostra essa

diversidade.
Tabela 3 - Exemplos de espécies de fungos produtores de pectinases
Espécie de fungo Autores
Gongronella butrelli Braga; Baffi; Prado (2023)
Pycnoporus sanguineus Videira (2021)
Annulohypoxylon stygium DR47 Luca (2017)
Aspergillus japonicus Guimaraes (2023)
Thermoascus aurantiacus Guimaraes (2023)
Aspergillus niger Varios autores
Pleurotus djamor Silva et al. (2021)
Hypsizygus ulmarius Silva et al. (2021)

Fonte: O autor

Em aplicagdes industriais, prefere-se utilizar o fungo filamentoso Aspergillus niger, pois
além de ser produtor de varias enzimas (especialmente pectinases), também produzem altos
niveis de proteinas e sdo considerados seguros quanto a toxicidade (VRIES; VISSER, 2001

apud MACIEL 2009).

4.5. Aplicacoes industriais das enzimas pectinoliticas
As pectinases foram um dos primeiros grupos de enzimas que foram aplicadas
industrialmente, com os primeiros registros de utilizagdo na década de 1930, na industria de
sucos e vinhos (UENOJO E PASTORE, 2007). Desde entdo, sua utilizacao foi ganhando espaco

em industrias de diversos segmentos, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Aplicacdes das pectinases em setores da industria

Industria Aplicacao

Melhoria do rendimento da extracdo de

Sucos e vinhos ~ : N
sucos, filtracao e clarificagao

Producao de purés, polpas de frutas, ragdo

Alimentos . . - o
animal, alimentos funcionais (prebioticos)
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N Facilitar a lavagem de tecidos, removendo a

Téxtil .
camada de pectina que recobre as fibras
Melhoria na extracdo de dleos vegetais,

resultando em um produto com alta
Extragdo e recuperagdo de 6leos qualidade;
Aumenta o rendimento e qualidade do
produto na recuperacgdo de 6leos essenciais

Aceleram a fermentacdo ¢ melhora

Cha e cafe qualidade dos produtos

Fonte: Santi (2014); Uenojo e Pastore (2007)

4.5.1. Sucos e bebidas

As substancias pécticas presente nas frutas sdo responsaveis por garantir viscosidade e
alta turbidez aos sucos, o que dificulta a filtracdo e concentragdo, além de ndo ser bem aceito
pelos consumidores. E importante destacar o lado do publico, visto que o contrario ocorre com
o extrato de tomate, por exemplo, onde o produto precisa apresentar turbidez para ser aceito
(ISHII, 2014).

Nas industrias de sucos, as pectinases sao utilizadas em conjunto com outras enzimas,
como celulases e hemicelulases, combinagdo chamada de “enzimas de maceragdo”. Essa
mistura possui um efeito de sinergia bastante eficaz no tratamento de polpas, tornando-a com
baixa viscosidade e uma menor quantidade de residuos (UENOJO E PASTORE, 2007).

As enzimas pectinoliticas preferencialmente usadas nesse tipo de industria sdo as de
origem fungica, que pode ser explicado pelo fato de enzimas com essa origem apresentarem pH
otimo proximos ao pH da maioria dos sucos de frutas, entre 3,5 ¢ 5,5 (MOYO et al., 2003 apud
MACIEL, 2009).

Na industria de vinhos, sdo utilizadas por promoverem uma maior extracdo dos
compostos quimicos presente nas uvas, como os fendlicos, que sdo responsaveis por conferir
coloracdo e sabor caracteristico dos vinhos. Resultando assim em um vinho com maior
qualidade e maior resisténcia ao envelhecimento (OLIVIER et al., 2008).

Nesse caso, sdo preferidas as preparacdes de pectinases comerciais com alta atividade
de pectina liase e baixa atividade de pectina metil esterase, por minimizarem a liberagcdo de
metanol dos éacidos poligalacturdnico metilados durante a producdo do vinho (UENOJO E
PASTORE, 2007).

A aplicagdo de enzimas pectinoliticas em sucos e bebidas ¢ alvo de estudos de muitos

pesquisadores. Um exemplo ¢ o trabalho de Sandri e Silveira (2018), que estudaram a influéncia
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da concentracdo de pectina e glicose na produgao de pectinases pelo microrganismo Aspergillus
niger LB-02-SF. O pico de atividade pectinolitica foi de 68 U/g, no experimento conduzido na
auséncia de glicose e 6% m/m de pectina. Os autores também observaram que a pectina em
altas concentracdes resultou em baixas atividades pectinoliticas, causadas provavelmente pela
diminui¢ao da quantidade de agua livre no sistema, que prejudicou o crescimento celular e,
consequentemente, a producao de enzimas.

As enzimas produzidas foram extraidas e testadas na clarificagdo de suco de morango,
e teve resultados comparados com a enzima disponivel comercialmente. Alguns resultados

estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de viscosidade e turbidez

Suco nao tratado Suco tratado com  Suco tratado com
Parametro
(Controle) enzima comercial enzima produzida

Viscosidade (mPa.s) 2898,67 + 263,44 999,34 + 110,40 1133,33 +£47,25

Turbidez (NTU) 2360 + 378,02 145,36 + 16,69 156,67 + 33,26

Fonte: Sandri & Silveira, 2018 (adaptado).

4.5.2. Alimentos

O uso das enzimas pectinoliticas na industria de alimentos ndo estd restrito apenas em
sucos e outras bebidas, mas também na area de alimentos funcionais. Os oligogalacturonideos,
que sdo produtos de degradagdo da PG, sdo classificados como “prebiodticos”, pois eles ndo sao
hidrolisados ou absorvidos na parte superior do trato gastrointestinal. Além disso, promovem
efeitos benéficos na satde, estimulando o crescimento de bactérias que sdo benéficas e
reprimindo patogenos (LANG, 2000 apud UENOJO e PASTORE, 2007).

As pectinases também sdo utilizadas na producao de ragdao animal, onde s@o misturadas
com outras enzimas, com a finalidade de reduzir a viscosidade desses produtos, que aumenta a
a absor¢do de nutrientes e aumenta a liberagcdo de nutrientes, tanto por hidrélise das fibras ou

por liberar nutrientes bloqueados pelas fibras (JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005).

4.5.3. Industria téxtil
O uso de enzimas na industria téxtil ¢ uma forma ecoldgica de substituir produtos

quimicos no processo, o que reduz danos as fibras dos tecidos e também diminui impactos

ambientais (MARROQUES, 2020).



25

Entre as enzimas utilizadas industrialmente, as mais usadas sdo amilase, lipase,
pectinase, oxidase, catalase, peroxidase, celulase e protease, que sdo aplicadas em etapas

diferentes do processo, mostradas na Figura 5.

Figura 5 - Utilizacdo de enzimas por etapa do processo téxtil

| Catalase I

Amilase Peroxidase Celulase
Lipase [ Pectinase ] I Oxidase I Protease
¥ | v ¥ !

I Desengomagem H Purga )—I Alvejamento H Tingimento H Acabamento I

Fonte: Ferreira (2012)

As enzimas pectinoliticas atuam nos tecidos facilitando a lavagem de impurezas nao
celuldsicas (ceras, pectina, proteinas, hemiceluloses), removendo a pectina que envolve as
fibras (MONTEIRO e SILVA, 2009). A pectina atua como um material adesivo entre a celulose
das fibras e os materiais ndo celulosicos (EINSCHLAG, 2011).

No processo convencional de purga, usa-se hidroxido de sdédio, altas temperaturas (70
a 90°C) e pH elevado. Ja com a aplica¢do de enzimas, pode-se usar condi¢des menos agressivas

ao tecido, como pH entre 6 e 8 e temperatura de 50 a 60°C (SILVA, 2013).

4.5.4. Extracdo de 6leos vegetais

Outra possivel aplicacdo das enzimas pectinoliticas € na extra¢do de oleos, visto que
métodos tradicionais resultam em baixos rendimentos, produtos de baixa qualidade e um curto
tempo de vida util, por conta do teor de umidade relativamente alto (MARABESSY et al.,
2010).

Um estudo publicado por Ajayi et al. (2021) mostra a otimizagdo da produgdo de
pectinases utilizando cascas de abacaxi e a aplicacdo na extragdo de 6leo de coco. A enzima foi
produzida pelo microrganismo Aspergillus niger via fermentagdo em estado so6lido, com
condig¢des Otimas de 40°C de temperatura, pH 5,0 e 1% de concentracao de substrato.

A enzima produzida em laboratério que foi parcialmente purificada mostrou-se mais
eficaz que a enzima comercial no processo, com 62,5% de rendimento na extragdo, comparado

com 58,3% da enzima comercial € 20,8% do método tradicional.

4.6. Enzimas Imobilizadas



26

Foram observadas oportunidades em linhas de estudo envolvendo a otimizag¢do da
estabilidade das enzimas, através do método de imobilizacdo, como Vaz (2019), Dal Magro

(2020), Gaio (2016) e Bustamante (2015) utilizaram com a pectinase, apresentando bons

resultados. Alguns dos resultados estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Trabalhos envolvendo a imobilizagdo de enzimas

Autor Titulo

Resultados

Estudos de imobilizagao de
Vaz (2019) pectinase de Aspergillus

terreus.

Desenvolvimento de
biocatalisadores compostos
por pectinases e celulases
Dal Magro (2020) o
imobilizadas para a
clarificagdo de sucos de

frutas

Avaliagao da atividade e
estabilidade de pectinases
) comerciais imobilizadas e
Gaio (2016) _
submetidas ao tratamento
com gas liquefeito de

petréleo

Estudo da termorresisténcia
Bustamante (2015) da pectinase comercial de

Aspergillus niger livre e

Apos a imobilizagao, houve melhora de até
200% na termoestabilidade da enzima;
Significativa reducdo de viscosidade da

viscosidade do suco de goiaba apds a

aplicag@o da enzima imobilizada.

Altas atividades enzimaticas obtidas em
condi¢des de imobiliza¢ao mais lenta (alta
forga i6nica);

Melhores resultados foram alcangados
utilizando o reator de leito fluidizado,
provavelmente devido a melhor difusdo de

massa desse sistema.

Observado um aumento da estabilidade
tratadas com fluido pressurizado (GLP), que
mostra influéncia do gas sobre a estabilidade

e atividade enzimatica;

Enzimas PME e PMGL do complexo
Pectinex® Mash imobilizadas e tratadas com
o gas GLP apresentaram atividade relativa até
o 7° ciclo de utilizagdo tanto para clarificagdo

quanto para reducao de turbidez.

Os melhores resultados foram a 4°C para a
pectinase imobilizada, a qual apresentou

hiperativagdo da atividade enzimaética,
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imobilizada em espuma aumentando em 98 % a atividade inicial apos
rigida de poliuretano 229 dias de estocagem e, também, a 80°C e
55°C onde a reten¢do da atividade inicial foi
28,7 % e 40 % apos 3 e 44 dias de
armazenamento, respectivamente.
Considerou-se 100% como a atividade

inicial.

Fonte: O autor

5. CONSIDERACOES FINAIS
A anélise dos trabalhos encontrados na revisdo bibliografica mostra a importancia das
enzimas pectinoliticas, que vem sendo utilizadas industrialmente ha quase 100 anos. Sua
produgdo feita de forma biotecnoldgica utilizando residuos agroindustriais como meio de
cultivo mostra-se como uma forma eficaz de gerar produtos de alto valor agregado.
Alguns pontos que se destacaram sobre as enzimas pectinoliticas durante a anélise dos
trabalhos encontrados foram:
e Alta variedade ndo apenas de espécies produtoras, mas também de residuos
agroindustriais que sdo possiveis de serem utilizados;
e Possibilidade de adaptacdo geografica para producgdo, ou seja, ¢ possivel utilizar
residuos que sejam mais disponiveis e mais baratos de uma determinada regido;
e Grande crescimento de mercado apresentado nos ultimos 20 anos, ainda com projecdes
de crescimento no futuro proximo.
e Boa variedade de setores da industria que vem utilizando as pectinases, sendo a

industria de sucos e vinhos a principal delas.
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