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RESUMO

Atualmente, pode-se observar uma crescente demanda por produtos saudaveis e com
caracteristicas nutricionais e sensoriais proximas dos alimentos in natura. Dentre estes, 0S SUCOS
de frutas apresentam iniumeros beneficios para a salde e o bem estar da populacédo, fazendo
com que a inddstria alimenticia esteja cada vez mais atenta aos desejos dos consumidores,
investindo na formulagdo de novos produtos com apelo mais saudavel, sendo o suco de laranja
um dos mais consumidos no Brasil. Desta forma, o presente trabalho busca, através da aplicacéo
de pectinases imobilizadas em suco de laranja, verificar qual a influéncia do material de suporte
nas propriedades nutricionais e sensoriais dos sucos de laranja clarificados. Para a clarificacéo
do suco de laranja foram utilizados preparados enzimaticos comerciais de pectinases, que foram
imobilizados utilizando suportes a base de silica ou quitosana, ativados com genipina ou
glutaraldeido. Através deste estudo, foi para desenvolvida uma metodologia a clarificagdo do
suco de laranja, e, além disso, foram analisados os parametros de qualitativos e nutricionais do
suco como: cor, turbidez, pH, grau Brix, vitamina C, acUcares redutores e compostos fenolicos
em comparacao ao suco puro. Apoés a realizacdo das analises, verificou-se que os tratamentos
os tratamentos envolvendo a enzima imobilizada, reduziram significativamente a turbidez em
comparagdo com o suco de laranja ndo clarificado. Os maiores percentuais de redugédo de
turbidez foram observados com os tratamentos CH-GEN-E (93%) e CH-GLU-E (94%),
indicando sua eficacia em melhorar a aparéncia visual. O teor de sdlidos soltveis (Brix), o pH
e a concentracdo de agucares redutores permaneceram comparaveis ao suco ndo-clarificado,
indicando impacto minimo nesses parametros. As diferencas de cor entre as amostras de suco
tratado e puro estavam dentro de uma faixa aceitavel, mantendo a qualidade geral da cor.
Através da analise de compostos fendlicos, pode-se perceber que ndo houveram alteracdes
significativas na composicdo. E importante ressaltar que as amostras tratadas exibiram niveis
de vitamina C comparaveis ao suco ndo clarificado, preservando seu valor nutricional. Essas
descobertas demonstram a eficacia dos tratamentos com biocatalisadores na clarificacdo do

suco de laranja sem comprometer a qualidade do produto.

Palavras-chaves: biocatalisadores enzimaticos; clarificacdo de sucos; genipina;

glutaraldeido; silica; quitosana.



ABSTRACT

Currently, we can observe a growing demand for healthy products with nutritional and
sensory characteristics close to fresh foods. Among these, fruit juices have numerous
benefits for the health and well-being of the population, making the food industry
increasingly attentive to consumers' desires, investing in the formulation of new
products with healthier appeal, with juice orange, one of the most consumed in Brazil.
Therefore, the present work seeks, through the application of pectinases immobilized in
orange juice, to verify the influence of the support material on the nutritional and
sensorial properties of clarified orange juices. To clarify the orange juice, commercial
enzyme preparations of pectinases were used, which were immobilized using silica or
chitosan-based supports, activated with genipin or glutaraldehyde. Through this study,
a methodology was developed to clarify orange juice, and, in addition, the qualitative
and nutritional parameters of the juice were analyzed, such as: color, turbidity, pH, Brix
degree, vitamin C, reducing sugars and phenolic compounds compared to pure juice.
After carrying out the analyses, it was found that treatments involving the immobilized
enzyme significantly reduced turbidity compared to unclarified orange juice. The
highest percentages of turbidity reduction were observed with the CH-GEN-E (93%)
and CH-GLU-E (94%) treatments, indicating their effectiveness in improving visual
appearance. The soluble solids content (Brix), pH and reducing sugar concentration
remained comparable to unclarified juice, indicating minimal impact on these
parameters. Color differences between the treated and pure juice samples were within
an acceptable range while maintaining overall color quality. Through the analysis of
phenolic compounds, it can be seen that there were no significant changes in the
composition. Importantly, the treated samples exhibited vitamin C levels comparable to
unclarified juice, preserving its nutritional value. These findings demonstrate the
effectiveness of biocatalyst treatments in clarifying orange juice without compromising
product quality.

Keywords: enzyme biocatalysts; juice clarification; genipin; glutaraldehyde; silica;

chitosan.
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1. INTRODUGCAO

Nos ultimos anos houve um aumento no interesse em temas relacionados a saude e bem
estar do ser humano (CAMARGO et al, 2007). Quando buscamos por qualidade de vida, os
cuidados se estendem a alimentacdo (consumo de alimentos com baixo teor de gorduras
saturadas e ricos em fibras, como frutas, legumes, verduras e cereais integrais), juntamente com
um estilo de vida saudavel (exercicios fisicos regulares, auséncia de fumo e moderacdo no
alcool) sdo pontos indispensaveis na diminuicdo do risco de doencas cronicas e na promocao
da qualidade de vida, desde a inféncia até o envelhecimento (MATTOS, 1997).

Dessa forma, a industria alimenticia estd cada vez mais atenta aos desejos dos
consumidores, observando uma crescente demanda por produtos saudaveis e com
caracteristicas nutricionais e sensoriais proximas dos alimentos in natura, investindo recursos
e esforcos na formulacdo de novos produtos e concentrando seu marketing no apelo a vida
saudavel (WANSINK, 2004; MACHADO, 2013).

Neste contexto, as frutas podem se tornar uma fonte inesgotavel de recursos
nutricionais, tendo em vista sua rica concentracdo em compostos bioativos, tais como:
compostos fenodlicos, vitaminas, carotenoides e minerais, e reconhecidas como fontes de fibras
alimentares sollveis e insoltveis, que desempenham um papel importante na alimentacéo
(SCHIASSI et al., 2018).

Dentre os produtos derivados de frutas, 0s sucos merecem destaque, sendo consumidos
e apreciados em todo 0 mundo, e facilmente incluidos na dieta das pessoas. O suco, ou sumo, é
uma bebida ndo fermentada feita exclusivamente por fruta madura e sadia, com grande
quantidade de nutrientes. Esta ndo possui corantes, aromatizantes nem grandes quantidades de
acucares, que podem ser adicionados, mas ndo podem atingir mais que 10 % em peso (ABIR,
2020).

No Brasil, apenas em 2021, foram produzidos mais de 500 milhdes litros de sucos
concentrados, segundo a Associacao brasileira de refrigerantes e bebidas ndo alcdolicas, o que
pode estar favorecendo este crescimento é a busca por diversificagdo e pelas caracteristicas
intrinsecas aos sucos, que permitem o desenvolvimento de produtos naturalmente saborosos,
nutritivos, saudaveis e funcionais (ABIR, 2023).

O mercado brasileiro de sucos prontos para beber estd em expanséo, e esta é uma das
bebidas que mais crescem no setor das ndo alcodlicas (CARMO et al., 2014), o seu consumo
acaba sendo motivado pela falta de tempo da populagéo em preparar o suco das frutas in natura.

Além da praticidade oferecida pelos produtos, a substituicdo do consumo de bebidas



carbonatadas, o seu valor nutritivo e a preocupacgdo no consumo de alimentos mais saudaveis
pela populacdo, também contribuem para esse crescimento (MATSUURA e ROLIM, 2002).

Em relacdo ao suco de laranja, segundo a Citrus BR (2023), nos anos de 2022/2023
houve uma producao de mais de 1 milh&o de toneladas de suco de laranja no Brasil. Além disso,
o0 Brasil também é lider na exportacdo mundial de suco de laranja concentrado e responde por
79 % do suco de laranja comercializado no mundo.

O suco de laranja € um suco de fruta popular e amplamente consumido devido ao seu
alto valor nutricional e beneficios a satude (KIRCHER 2014; NEVES et al. 2020). Este suco é
considerado uma boa fonte de vitaminas, particularmente a vitamina C, que desempenha um
papel crucial em varios processos fisioldgicos, como sintese de colageno, funcdo imunoldgica
e protecdo antioxidante (PAN et al. 2023). Além disso, o0 suco de laranja € rico em compostos
fenolicos, que tém sido associados a uma ampla gama de beneficios a satde, como propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas (ALHABEEB et al. 2022; MILES e
CALDER 2021; SARVARIAN et al. 2022).

Na industria de sucos de frutas, as enzimas sédo utilizadas para aumentar a produtividade,
melhorar a dissolucdo, clarificacdo, filtracdo, maceracdo e extracdo dos tecidos vegetais
(BHAT, 2000; UENOJO e PASTORE, 2007). As enzimas de maceragdo desempenham um
papel fundamental no processamento, reduzindo a viscosidade da polpa, 0 que ajudard na
filtracdo e clarificacdo de sucos (PANDA et al., 1999). O processo representa a mais antiga
aplicacdo destas enzimas (PILNIK e ROMBOUTS, 1981).

Em comparacdo com as enzimas solUveis, as enzimas imobilizadas sdo mais robustas e
mais resistentes a mudancas do ambiente reacional, de temperatura, pH e solventes organicos,
tornando-as mais atraentes para aplicacdo industrial. Além disso, existe ainda a possibilidade
de reutilizacdo do biocatalisador e de interrupcédo da reacdo, visto a facilidade de separacdo das
enzimas imobilizadas do meio, quando se atinge um determinado grau de conversao; além da
possibilidade de conduzir processos continuos (BRADY; JORDAN, 2009; MENDES et al,
2011).

Para a obtencgéo de biocatalisadores eficientes, a selecdo de um suporte adequado para
imobilizacdo de enzimas é importante, o qual deve apresentar elevada area superficial,
permeabilidade, estabilidade quimica e mecanica sob as condi¢Bes operacionais, capacidade de
regeneracdo, morfologia e composicdo apropriada, resisténcia ao ataque microbiano, alta
densidade de grupos reativos presentes em sua superficie, dentre outras, podendo ser

classificados como materiais organicos e inorganicos. Quanto a sua morfologia, podem ser



porosos, ndo porosos e de estrutura em gel (MATEO et al, 2007; MENDES et al, 2011,
TALBERT; GODDARD, 2012).

Considerando estes aspectos, o trabalho tem como objetivo verificar a influéncia de dois
suportes utilizados na imobiliza¢do das enzimas e seus efeitos no processo de clarificacéo, na

qualidade e nas propriedades nutricionais do suco de laranja.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho € analisar os efeitos do processo de clarificacdo, com
pectinases imobilizadas em dois diferentes suportes, sobre a composicao nutricional e qualidade

do suco de laranja.

2.2 Objetivos especificos:

e Estudar a imobilizagdo de pectinases em um suporte inorgénico a base de silica e um
suporte organico a base de quitosana, ambos ativados com genipina ou glutaraldeido.

e Aplicar as enzimas imobilizadas no processo de clarificacdo de suco de laranja;

e Auvaliar os efeitos dos diferentes biocatalisadores na clarificacdo do suco de laranja;

e Auvaliar os efeitos nas propriedades nutricionais, fisico-quimicas e na qualidade do suco
de laranja clarificados em comparagéo ao suco nao-clarificado;

e Auvaliar a quantidade de vitamina C nos sucos clarificados em comparagao ao suco nao-
clarificado

e Avaliar os compostos fendlicos nos sucos clarificados em comparagdo ao suco nao-
clarificado

e Auvaliar a turbidez nos sucos clarificados em comparacdo ao suco ndo-clarificado;

e Auvaliar a cor dos sucos clarificados em comparacédo ao suco nao-clarificado;

e Auvaliar a quantidade de agUcares redutores nos sucos clarificados em comparacdo ao
suco ndo-clarificado;

e Auvaliar o grau Brix nos sucos clarificados em comparagdo ao suco nao-clarificado;

e Auvaliar o pH dos sucos clarificados em comparacgédo ao suco nao-clarificado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SUCO DE FRUTAS: LEGISLACAO E PRODUCAO

Segundo a legislacdo brasileira (decreto 6.871/2009), suco ou sumo € a bebida nao
fermentada, ndo concentrada, e ndo diluida, destinada ao consumo, obtida da fruta madura e s,
ou parte do vegetal de origem, por processamento tecnoldgico adequado, submetida a
tratamento que assegure a sua apresentagdo e conservacao até o0 momento do consumo. Além
disso, os sucos de frutas devem atender a legislacdo especifica, estando de acordo com
definicdo, classificacdo, registro, padronizacdo e requisitos de qualidade, devendo também
atender a legislacdo sobre rotulagem de alimentos embalados (MAPA, 2020).

As composicOes dos sucos variam de acordo com as variedades ou espécies de frutas,
bem como pela sua maturidade, resultado de efeitos ambientais e climéaticos da estacdo de
crescimento (BROEK, 1993). J& a qualidade dos sucos processados depende também das
propriedades fisico-quimicas (acidez, pH, sélidos soluveis, acUcares, cor, viscosidade e
vitamina C) e das caracteristicas microbioldgicas e sensoriais. A Instru¢cdo Normativa N° 12, de
4 de Setembro de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, fixa os padrdes
de identidade e qualidade gerais para suco tropical (MAPA, 2020).

A Mintel - empresa fornecedora de dados, pesquisa e analise de mercado em nivel
global - divulgou um relatério (2022) sobre o consumo de sucos no Brasil em que revela 0s
seguintes dados:

® 28 % dos brasileiros reduziram o consumo da bebida por terem a percepc¢éo de que é
um produto rico em acucar;

® Muitos consumidores percebem a bebida como aliada de uma dieta saudavel;

® 33 % dos consumidores estdo dispostos a pagar mais por sucos feitos a partir de
ingredientes sustentaveis;

® 27 % dos consumidores pagariam mais por sucos envasados em embalagens
sustentaveis (SEBRAE, 2023).

Segundo uma pesquisa realizada pela Brazil Food Trends (2020), os sucos prontos para
beber estdo na categorias de produtos a serem mais consumidos levando em considera¢do 0s
impactos da tendéncia de saudabilidade e bem-estar.


https://www.sebrae.com.br/sites/PortalSebrae/artigos/lojas-que-oferecem-sucos-diferentes-fazem-sucesso,5cbc9547ca2f0810VgnVCM100000d701210aRCRD
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A citricultura possui uma importancia relevante na economia brasileira, gerando 9
bilhdes de reais anuais ao PIB do pais, contribuindo com a balanga comercial nacional e,
principalmente, como geradora direta e indireta de 400.000 empregos na area rural (Lopes et
al., 2011).

3.2 CARACTERISTICAS DO SUCO DE LARANJA, PROPRIEDADES
NUTRICIONAIS E QUALITATIVAS

Nos ultimos anos, maior atencdo tem sido dada as frutas e verduras, uma vez que
evidéncias epidemioldgicas tém demonstrado que o consumo regular de vegetais esta associado
areducdo da mortalidade e morbidade por algumas doencas crénicas ndo transmissiveis (MELO
et al, 2008).

Esses resultados estdo relacionados, em grande parte, com a presenca de compostos
bioativos nesses alimentos. Os compostos bioativos, também conhecidos por fitoquimicos, séo
compostos presentes em frutas e hortalicas, que exercem uma potente atividade bioldgica, e
podem desempenhar diversos papéis em beneficio da saude humana (CARRATU; SANZINI,
2005).

As frutas e vegetais contém muitos compostos com potencial atividade antioxidante,
como vitamina C, carotenoides, clorofilas e compostos fendlicos (PELLEGRINI, 2007). Dentre
estes, os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando
desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacdo, sendo caracterizados como
substancias que possuem um anel aroméatico com um ou mais substitutos hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais (SOARES et al.,2008).

Os compostos fenolicos do suco de laranja sdo influenciados pela variedade, estado de
maturacdo da fruta, pelas condi¢des edafoclimaticas, pelo sistema de cultivo, pelo periodo pos-
colheita e ainda pelas condicdes de processamento. (HAARD, 1984; BALDWIN et al, 2000;
MACORIS et al, 2011).

Entre os compostos fendlicos, as flavanonas sdo a classe mais abundante, das quais a
hesperidina e narirutina, e naringina e neohesperidina sdo os compostos mais importantes,
presentes principalmente em laranjas doces e azedas, respectivamente. Eriocitrina, didimina,
poncirina e neoeriocitrina também foram identificadas em laranjas e sucos de laranja em
diferentes especies, e estdo presentes em quantidades menores (KHAN, et al, 2014; GATTUSO,
et al, 2007; PETERSON et al, 2006).
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Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes e, quando incorporados na
alimentacéo, reduzem o risco de desenvolvimento de algumas doencas, como arteriosclerose e
cancer, além de proteger a saide humana contra doencas degenerativas crénicas (LAKO et al.,
2007). Compostos antioxidantes sdo substancias quimicas que inibem o processo de oxidacao,
ou ainda qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdo, comparada a do
substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidag¢do daquele substrato. Do ponto
de vista biologico, podemos defini-los como compostos que protegem sistemas bioldgicos
contra os efeitos danosos de reacdes que promovem a oxidacdo de macromoléculas ou
estruturas celulares (ABDALLA; FAINE, 2008).

Desta forma, os antioxidantes podem prevenir ou diminuir os danos oxidativos de
lipidios, proteinas e acidos nucleicos causados por espécies de oxigénio reativo, que incluem
os radicais livres, ou seja, possuem a capacidade de reagir com os radicais livres restringindo
os efeitos maléficos ao organismo. Assim, 0s citros, como muitas frutas, sdo ricos em
substancias antioxidantes que ajudam a diminuir a incidéncia de doencas degenerativas, como
0 cancer, as doencas cardiovasculares, inflamacdes, disfuncdes cerebrais, e a retardar o
envelhecimento precoce (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na prote¢do dos organismos. O primeiro
mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formag&o, tendo como principal
acdo a inibicdo das reacfes em cadeia com o ferro e o cobre. Além disso, os antioxidantes sao
capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exogenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacédo
dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda
da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Na Tabela 1 podemos ter uma viséo geral dos compostos bioativos, bem como de suas

fontes naturais e beneficios.

Tabela 1. Compostos bioativos de origem natural: fontes e beneficios ao organismo.

Compostos Possivel efeito Fonte
TERPENOIDES

Antioxidantes que
protegem contra cancer e
podem reduzir a placa
arterial

Estimulam a producéo de
enzimas protetoras Frutas citricas

Salsa, cenoura, abobora, batata doce,
inhame, espinafre, couve, nabo,
damasco e frutas citricas

Carotendides

Limonodides



Licopeno

Monoterpenos

Esterdides vegetais

Triterpenois

Antioxidante, aumenta a
resisténcia ao cancer

Antioxidantes que
combatem cancer, inibem
a producdo de colesterol e

promovem enzimas
protetoras

Bloqueiam a a¢édo do
estrogénio no cancer de
mama, ajudam a bloquear
a absorcéo do colesterol

Previnem a queda dos
dentes e atuam como
agentes anti-ulcera.
Ligam-se ao estrogénio e
inibem o cancer
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Tomate, melancia e goiaba

Brocolis, salsa, cenoura, couve,
pepino, abobora, inhame, tomate,
berinjela, uva, frutas citricas, horteld,

manjericao

Brocolis, couve, pepino, abobora,
inhame, tomate, berinjela, soja,
cereais integrais

Frutas citricas, raiz de alcaguz, soja

TIOIS

Sulfetos alilicos

y-glutamil cisteina

Isotiocianatos

Promovem a atividade das

enzimas protetoras, inibem

a sintese de colesterol e
atividade inflamatoéria

Pode baixar a pressédo

arterial e elevar a atividade

do sistema imunolégico

Induzem enzimas
protetoras

Cebola, alho

Alho

Mostarda, rabano, rabanete

FENOLICOS

Catequinas

Cumarinas

Flavonoides

Previnem o cancer
gastrointestinal, podem
modificar a resposta
imunoldgica e baixam 0s
niveis de colesterol

Previnem a coagulagéo
sanguinea e podem atuar
como anticancerigenos

Dificultam a absorc¢éo de
certo hormonios que
promovem cancer

Ché verde, uva, cerejas

Salsa, cenoura, frutas citricas

Soja, cenoura, uva, frutas citricas,

brécolis, pepino, abébora, inhame,

tomate, couve, berinjela, pimenta,
salsa, cerejas



Genisteina

Acidos fenolicos

Pode bloquear a
disseminacéo de tumores,
detendo a proliferacdo de

células cancerosas

Podem auxiliar na
resisténcia ao cancer por
inibir nitrosamina e afetar
atividades enzimaticas

15

Soja e vegetais da familia da couve

Salsa, cenoura, brécolis, couve,

tomate, berinjela, pimenta, uva,

frutas citricas, cereais integrais,
cereja

OUTROS

Fibras

Indois

Acido linolénico

Ftalideos

Poliacetilenos

Diluem carcin6genos no
colon e aceleram sua
passagem pelo sistema
digestivo; impedem o
crescimento de bactérias
nocivas e estimulam as
saudaveis

Estimulam a producéo de
enzimas protetoras que
inativam o estrogénio

Agente anti-inflamatério

Estimulam a producéo de
enzimas que desintoxicam
carcin6genos

Protegem da acdo de
carcindgenos do tabaco e
regulam prostaglandinas

Cereais integrais, vegetais, frutas

Couve, couve de bruxelas, repolho

Vegetais folhosos, sementes

Salsa, cenoura, aipo

Salsa, cenoura, aipo

Fonte: Camargo et al. (2007).

Os citros, principalmente laranjas e tangerinas, fazem parte da dieta dos brasileiros e

sdo importante fonte de vitaminas e fibras. As frutas e sucos citricos recentemente possuem

importante reconhecimento por conterem metabdlitos secundarios, incluindo antioxidantes,

como &cido ascérbico, compostos fenolicos e limonoides, que séo importantes para a nutricao
humana (JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007). Além disso, 0 suco de laranja € um alimento

conhecido por seu alto conteddo de vitamina C, carotendides, folato e potassio. Junto com

outras frutas citricas, o suco de laranja é também fonte de flavonoides, hesperidina e

naringinina, que protegem contra o cancer e a arterosclerose (USDA-2007; SILALAHI, J;

2002).
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O estudo de Cesar e colaboradores (2010), mostrou que o suco de laranja apresenta
propriedade redutora sobre o colesterol, e neste mesmo estudo, foi sugerido que a associagéo
dos flavondides citricos com a vitamina C previne o estresse oxidativo e o desenvolvimento da
aterosclerose.

A vitamina C é uma molécula hidrossoluvel, também conhecida como &cido ascorbico,
e sua importancia nutricional est4 estabelecida h4 muito tempo. Sabe-se que sua deficiéncia
causa escorbuto, enfermidade caracterizada por sangramento da gengiva, dificuldade na
cicatrizacao de feridas, fadiga e anemia, podendo ser fatal (PHILLIPS et al., 2010).

O é&cido ascorbico ¢ um cofator em diversos processos fisioldgicos, incluindo a
hidroxilagdo de prolina e lisina na sintese de coladgeno e outras proteinas do tecido conjuntivo,
a sintese de norepinefrina e de hormonios adrenais, a ativacdo de hormdnios peptidicos e a
sintese de carnitina, age ainda como antioxidante, facilitando a absorc¢éo intestinal de ferro e a
manutencdo do ion ferroso no plasma sanguineo (TARRAGO-TRANI et al., 2012).

A vitamina C ¢é fundamental para a imunidade e participa ainda de inimeras acoes
fisioldgicas e antioxidantes. Por esse motivo, tem havido uma corrida por suplementos nas
farmacias, quando na verdade, os alimentos ja a oferecem em niveis adequados. A ingestdo
muito acima do recomendado pode também prejudicar o organismo. A orientacdo € ingerir
diariamente 75mg, no caso das mulheres, e 90 mg, homens (ASBRAN, 2020) A legislacédo
brasileira vigente (BRASIL, 2012) dispde regulamentos para que um alimento seja considerado
“fonte” ou com “alto contetido” de vitaminas, o qual deve representar no minimo 15 % ou 30
% da IDR (Ingestdo Diaria Recomendada), respectivamente, em 100 g ou 100 mL. Desta forma,
0 consumo de 100 mL de suco de laranja bahia, por exemplo, corresponde a 94,5 mg, o que
atende as necessidades de mulheres e homens.

Conforme a tabela TACO - Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos
(UNICAMP, 2006), o teor de &cido ascorbico na laranja-bahia e na laranja-péra sdo 94,50 e
73,30 mg.100 mL™ de suco, respectivamente; em relagéo a laranja-lima, o teor de vitamina C é
de 41,3 mg.100 mL™ de suco. Essas variagdes podem ocorrer entre as cultivares, local e ano de
producdo, além do grau de maturacéo dos frutos.

Estudos mostraram que a vitamina C desempenha um papel importante na fungéo
vascular, modulando a barreira celular endotelial e regulando a atividade das NADPH oxidases
(NOXs) envolvidas na resposta génica inflamatoria (TVEDEN-NYBORG , LYKKESFELDT,
2013).
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3.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO SUCO DE LARANJA

O PIQ (Padrdo de Identidade e Qualidade) do suco de laranja, estabelecido pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2018), deve ser usado como parametro para a analise fisico-
quimica e controle de qualidade dos sucos, permitindo caracterizar as bebidas e estabelecer
diferencas entre as mesmas.

O suco de laranja é o produto definido no art. 18 do Decreto n° 6.871, de 2009, obtido
da parte comestivel da laranja (Citrus sinensis), por meio de processo tecnolégico adequado.

O suco de laranja deve obedecer as caracteristicas e composi¢do abaixo (tabela 2), além

de possuir cor amarela, sabor e aroma proprios.

Tabela 2: Padrao de identidade e qualidade do suco de laranja (PIQ)

Parametro Minimo Méaximo
Sélidos solUveis em °Brix, 10 -
a20°C

Relacéo de sélidos
sollveis em brix/acidez
em g/100g de &cido citrico 7 -

anidro

Acido ascorbico

(mg/100mgQ) 25 -
Acucares totais naturais da
laranja (g/100g) - 13
Oleo essencial de laranja
(% viv) 0 0,035

3.4 APLICACAO DE ENZIMAS EM SUCOS

O primeiro grande avango do uso das enzimas na industria de alimentos ocorreu por
volta dos anos 1960 com o langamento da glicoamilase para hidrélise do amido, resultando em
glicose. Depois disso, quase toda a producdo de glicose mudou para hidrélise enzimatica, ao
invés da hidrdlise &cida tradicional (NOVOZYMES, 2013).
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ENZIMA FUNCAO APLICACAO
Enzima de Hidrolise de pectina solivel e Melhoramento na extracéo
maceracao de componentes de paredes  de sucos de frutas e 6leo de
(pectinases, celulares, diminuicao de oliva, liberagdo de aromas,
celulases e viscosidade e manutencao de enzimas, proteinas,
hemicelulases) textura de sucos de frutas  polissacarideos, amido e &gar

Pectinase 4cida e
termo-estavel como

. Répida diminuicdo de Melhora o rompimento da

poligalacturonase, . S «
4 viscosidade e hidrolise dos  fruta e aumenta a extragdo de
pectina esterase e . . .
. tecidos vegetais pigmentos de cor
pectina
transeliminase

Poligalacturonase
com alta atividade Hidrdlise parcial de pro- Produgdo de purés com alta
de pro-pectinase e pectina viscosidade

baixa celulase

Poligalacturonase e Hidrolise parcial de pro-

pectina trans- pectina e de pectina soluvel « .
" : Produgdo de sucos vegetais
eliminase com baixa  em fragmentos de tamanho ~ o i
. . e N ndo clarificados de baixa
atividade de pectina médio, formacéo de L
o ~ viscosidade
esterase e precipitado e remogdo de
hemicelulase hidrocoloides de celulose

Poligalacturonase,

) Hidrolise completa de pectina
pectina trans-

. ; Clarificacao de sucos de
e de polissacarideos

eliminase e o frutas
) ramificados
hemicelulase
Infus&o de pectinase e 5 .
. L P . Alteracdo das propriedades
Pectinase e - glicosidase para facilitar o .
o sensoriais de frutas e
glicosidade descascamento e melhorar a

firmeza de frutas vegetals

Pectina esterase

com atividade de Producéo de ketchup de alta

. Processamento de frutas qualidade e de polpa de
poligalacturonase e
o frutas
de pectina liase
. Desesterificagéo e gelificagéo Melhoramento na
Pectina esterase

de pectina clarificagéo de sidra
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Melhoramento da maceracéo

Enzima de <
< da casca e extracdo de
maceracao . . ] .
; Hidrdlise de polissacarideos  pigmentos de cor das uvas,
(pectinases, . . o
celulases e das paredes celulares vegetais qualidade, estabilidade,

filtracdo e clarificacdo dos

hemicelulases) vinhos

Desde entdo, a procura de alimentos com boa qualidade e saudaveis por parte do
consumidor, proporcionou um grande crescimento no uso de enzimas. As aplicacOes
enzimaticas na industria alimenticia sdo diversificadas, melhorando a textura, sabor e até
favorecendo o processo de fabricacdo (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; LI et al,
2012).

Segundo a Novozymes (2013), as enzimas sdo muito utilizadas na industria de sucos,
onde sdo empregadas com o objetivo de melhorar a qualidade e a composigdo fisico-quimica,
clarificando o produto e diminuindo a viscosidade para melhorar o processo de filtragéo.
Preparados enzimaticos comerciais utilizados na producdo de suco sdo constituidos de um
complexo de enzimas pectinoliticas, celuloliticas e hemiceluloliticas que atuam de modo
combinado para a hidrolise dos polissacarideos das frutas (SANKARAN et al., 2015).

Outra aplicacdo das enzimas no processamento dos sucos é na etapa de extracdo. Olivier
et al. (2008) ressaltam que a extracdo do suco envolve o processo de maceracao, seguida por
processamento e decantacdo, para separar o suco das partes solidas. A maceracao enzimatica
pode resultar na extracdo de 95 % ou mais de sélidos sollveis das frutas.

Na tabela 3 podemos observar as funcdes e aplicacfes de enzimas na industria de
alimentos e vinhos.

Tabela 3. Funcdes e aplicacBes de enzimas na industria de alimentos e de vinhos.

Fonte: Uenojo e Pastore (2007).

3.4.1 Utilizagdo de Pectinases e Celulases em Sucos de Frutas
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O uso das pectinases na industria iniciou por volta de 1930, sendo utilizadas nas
preparages de sucos e vinhos (KASHY AP, 2000). Estudos destacam o uso da enzima pectinase
visando uma maior extracao de materiais corantes e compostos quimicos em geral. As enzimas
desempenham papel fundamental no processo de elaboracao de sucos, atuando na clarificagéo,
filtracdo, extracéo e estabilidade do suco (Almeida, et al; 2005).

O uso de enzimas, como as pectinases, foi estabelecido como um método eficaz
para a clarificacdo do suco de laranja (BAKSHI e ANANTHANARAYAN 2022; DAL
MAGRO et al. 2021; ESAWY et al. 2013). Essas enzimas quebram a pectina alterando sua
estrutura e composicao, resultando em maior limpidez e estabilidade do suco. Essas enzimas
sdo geralmente sintetizadas por bactérias, leveduras, fungos, plantas e por alguns insetos
herbivoros (PAUCHET, et al 2010; GAINVORS et al, 1994).

As pectinases também sdo utilizadas para reduzir o amargor em excesso, resultante da
casca de citrus, além de restaurar o aroma perdido durante secagem e melhorar a firmeza de
péssego e picles processados e sua infusdo junto a [-glicosidase aumenta o aroma e as
substancias volateis de frutas e vegetais, aumenta a quantidade de agentes antioxidantes em

6leo de oliva extravirgem e reduz a inducdo ao ranco (BHAT, 2000).

3.4.1.1 Tipos de Pectinases
e Hidrolases: As hidrolases incluem as polimetilgalacturonases e as poligalacturonases.

A polimetilgalacturonase (PMG), de forma resumida, hidrolisa polimetil-galacturonatos
a oligometilgalacturonatos (RIZZATO, 1999) por clivagem de ligacGes a-1,4, podendo ser
endo- ou exo-PMG (Kayshap et al, 2001).

As poligalacturonases (PG) hidrolisam as ligagdes glicosidicas o-1,4 entre dois residuos
de 4cido galacturénico (MUTLU, 1999). E a maior enzima com funcdo hidrolitica, podendo
apresentar acdo endo- (hidrélise randémica) ou exo- (hidrdlise sequencial) do acido péctico
(KAYSHAP et al, 2001).

e Liases: as liases, também chamadas transeliminases, rompem ligacdes glicosidicas
resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os carbonos 4 e 5 do

final ndo redutor do &cido galacturénico formado (KAYSHAP et al, 2001).

e [Esterases: a pectina metil esterase (polimetilgalacturonato esterase, PME) possui

atividade desesterificante ou desmetoxilante, removendo 0s grupos metilicos e

convertendo pectina em pectato (polimero ndo esterificado) (JAYANI et al., 2005;
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Uenojo e Pastore, 2007). Age preferencialmente no grupo metilico proximo a uma
unidade néo esterificada (KASHYAP et al., 2001).

Protopectinases: estas enzimas solubilizam protopectina, formando pectina soltvel
altamente polimerizada (KAYSHAP et al., 2001). As protopectinases ndo sdo téo
abundantes e na industria, estas enzimas possuem pouco interesse na degradacdo da
pectina (ALKORTA et al., 1998).

3.4.1.2 Tipos de Celulases

As celulases sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose, promovendo a

hidrolise das ligacGes quimicas existentes entre as unidades de glicose. Estas enzimas séo

biocatalisadores com alta especificidade que atuam em sinergia para a liberacdo de acUcares,

sendo suas atividades combinadas maior que a soma das atividades individuais de cada
componente (ORTEGA et al., 2001, GALBE & ZACHI, 2002).

As celulases sdo utilizadas na industria de bebidas para producao de sucos de frutas e

nos processos de vinificacdo. S&o enzimas que facilitam a extracdo e a maceracao de sucos de

frutas por romperem a rede de celulose que ajuda reter o liquido nas células vegetais
(ZANCHETTA, 2013).

Endoglucanases: As endoglucanases sdo as enzimas do complexo celulasico
responsaveis por iniciar a hidrélise. Estas enzimas hidrolisam randomicamente as
regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos
(LYND et al., 2002).

Exoglucanases: Sdo enzimas que atuam na porcdo cristalina da molécula de celulose
e catalisam a hidrolise de ligagdes B-1,4-D-glicosidicas, liberando celobiose das
extremidades das cadeias. Estas enzimas ainda podem ser divididas em dois tipos:
enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do tipo Il
(CBH 1) hidrolisa terminais ndo redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicao
pelo seu produto de hidrdlise (celobiose) (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).
Beta-glicosidases: As B-glicosidases, ou B-glicosideo glucohidrolases, que € seu nome
sistematico, possuem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis
em glicose. Estas enzimas sdo reportadas por sofrerem inibi¢cdo por seu produto de
hidrolise (LYND et al., 2002).

A figura abaixo (Fig. 1), mostra a acdo das celulases sobre as moléculas de celulose.
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Endoglucanase

N N N AN N o L > Cadelas de celulose

|

N oM e o N> Cadelas menores de celulose
Exoglucanase Z
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B-Glicosidase l

2 < Glicose

Figura 1. Ac¢do das celulases sobre as moléculas de celulose (modificado de Wright et
al, 1988).

3.5 CLARIFICACAO DE SUCO DE FRUTAS

Os sucos de frutas sdo naturalmente turvos, porém em diferentes graus, principalmente
pela presenca de polissacarideos (pectina, celulose, hemiceluloses, lignina e amido), proteinas,
taninos e metais (VAILLANT et al., 2001). Se o aspecto limpido do suco é fator determinante
para consumidores, a industria de sucos de frutas vem investindo em métodos que otimizem
esse recurso (TRIBESS E TADINI, 2006).

A demanda do mercado por sucos com aspectos visuais mais atrativos aos olhos dos
consumidores, levou pesquisadores a estudarem processos de clarificagio com minimas
intervencdes sensoriais, minimizando as perdas de suas caracteristicas organolépticas e

nutricionais. A clarificacdo se da através dos seguintes processos:

e Processos fisicos: decantacdo, centrifugacdo e filtracao.

e Processos bioquimicos: utilizacdo de enzimas como as pectinases, amilases,
celulases e hemicelulases.

e Processos quimicos: agentes de refinamento como PVPP (polivinilpolipirrolidona),

terra diatomécea, gelatina, entre outros.
Para se obter melhores resultados, estes processos podem ser utilizados em associagao.

A alta concentracdo de pectina leva a formacdo de coloides, que constitui um dos

principais problemas durante o processamento de sucos de frutas. Embora as particulas
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suspensas da polpa possam ser removidas por filtracdo, a presenca de pectina pode dificultar
esse método (SULAIMAN et al., 1998).

Durante o processamento, 0 suco de laranja passa por clarificacdo para remover
particulas suspensas e impurezas, que podem afetar sua aparéncia, estabilidade e atributos
sensoriais (BAKSHI E ANANTHANARAYAN 2022; SATYANNARAYANA et al. 2023).

O método tradicional de clarificacdo consiste em adicionar um agente coagulante para,
entdo, decantar ou filtrar o suco. A filtracdo realizada de forma convencional é geralmente
realizada em filtros rotativos a vacuo, entretanto, existem varias limitacbes aos métodos,
empregados, tais como: lentiddo do processo de decantagdo, que requer um nimero elevado de
tanques e uso de auxiliares de filtracdo que podem modificar o sabor dos sucos, além de que, 0
processo de clarificacdo convencional apresenta um elevado custo devido ao tempo, ao
consumo de energia e a necessidade de adi¢cdo de agentes coagulantes (BORGES, 1998).

A despectinizacao de sucos de frutas através do uso de pectinases tém se apresentado
como uma alternativa eficiente para reduzir a turbidez, (KASHYAP et al., 2001; LANDBO E
MEYER, 2007). As pectinases degradam a pectina, portanto, resultando em reducdo da
viscosidade e formacdo de aglomerados, o que facilita a separacdo através da decantacao,
centrifugacdo ou filtracdo. Como resultado, o suco apresenta maior limpidez, sem afetar as
caracteristicas sensoriais de sabor e aroma, devido a elevada seletividade na acdo das enzimas
(ABDULLAH et al., 2007; KAUR et al., 2004).

3.6 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

O uso de enzimas livres no processamento de sucos apresenta limitacbes, como
degradacdo enzimatica, atividade reduzida e baixa reutilizacdo. Para superar esses desafios, a
imobilizacdo de enzimas foi proposta como uma abordagem promissora para a estabilizacéo de
enzimas. A imobilizacdo de enzimas pode melhorar sua estabilidade, atividade e seletividade,
enquanto reduz a degradacdo e perda de enzimas durante o processamento do suco (BOLIVAR
et al. 2022; Garcia-Galan et al. 2011; RODRIGUES et al. 2013).

A imobilizacdo de enzimas é uma poderosa ferramenta utilizada para melhorar quase
todas as propriedades enziméticas para aplicagdo industrial (MATEO et al., 2007). Pode-se
definir como enzimas imobilizadas, aquelas fisicamente retidas, normalmente em uma matriz
solida, com manutencdo da sua atividade catalitica, podendo ser utilizadas continuamente
(GARCIA-GALAN et al., 2011).
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3.6.1 Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

Existem vérias formas de classificar os métodos utilizados para imobilizar enzimas.
Uma classificacdo proposta por Kennedy e White (1986), combina a natureza da interacéo
responsavel pela imobilizacdo com a natureza do suporte utilizado.

Alguns dos métodos de imobilizacdo de enzimas sdo: retencdo fisica, que consiste no
aprisionamento das moléculas de enzima em matriz polimérica, microcapsula ou membrana; a
imobilizacdo por ligagdo da enzima a um material insoluvel, e pelo uso de um reagente
multifuncional por ligacdes cruzadas (HAIDER, HUSAIN, 2008). Estes métodos podem ser

observados na figura 2.

METODOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ligacdo a suportes Retencao Fisica Ligacdo Cruzada
v v
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Figura 2 — Métodos para imobilizacdo de enzimas (adaptado de Dalla Vechia, 2004).
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3.6.1.1 Adsorgéo

A adsorcdo € um método simples e muito empregado para imobilizacdo de enzimas.
Neste método, as enzimas sdo imobilizadas no suporte por meio de ligagdes como interacdes
hidrofobicas, forcas de Van der Waals, ligacbes de hidrogénio e ligacGes ibnicas
(FERNANDEZ et al., 2013; ZHOU et al., 2012; ZHENG et al., 2012).

A adsorgdo possui algumas vantagens em seu uso, as principais sdo: a facilidade e
simplicidade da técnica, o baixo custo associado a ndo necessidade de ativacdo do suporte e a
possibilidade de reutilizacdo do suporte apds varios reciclos. Além disso, a adsor¢do promove
pouca alteracdo na estrutura conformacional da enzima, uma vez que a enzima é
espontaneamente imobilizada em uma orientacdo que Ihe é preferencial e energeticamente
favorével (ZHOU et al., 2012).

3.6.1.2 Ligacao Covalente

A imobilizacdo covalente consiste na ligacdo da enzima ao suporte por ligagoes
irreversiveis. Sua forca é elevada e normalmente envolve vérios residuos da enzima,
proporcionando uma grande rigidez na sua estrutura. Esta por sua vez, pode manter a estrutura
da enzima inalterada perante agentes desnaturantes como calor, solventes organicos, pH
extremos e outros (MATEO et al., 2007; MACARIO et al., 2009; MELITIE et al., 2009).

Os protocolos para a imobilizagdo covalente da enzima, frequentemente, se iniciam com
a modificacdo da superficie do suporte por meio de reacbes de ativacdo, onde 0s grupos
funcionais do suporte sdao modificados para produzir intermediarios reativos (FERNANDEZ et
al., 2013).

3.6.1.3 Encapsulacdo e Confinamento

Este tipo de imobilizacdo de enzimas envolve a polimerizacao in situ da matriz porosa
em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados. Nesse processo, a enzima é incorporada
como parte da mistura reativa a ser polimerizada. A medida que a polimerizacdo prossegue, a
matriz polimérica se forma em torno da enzima, confinando-a em sua estrutura (KATO et al.,
2002; HODGSON et al., 2004).
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3.6.1.4 Reticulagdo

O agente de reticulacdo é uma molécula que tem pelo menos duas extremidades reativas
que se ligam a grupos especificos de aminoacidos na superficie da enzima. Estes agentes, que
estdo disponiveis comercialmente, podem ser classificados quanto aos grupos reativos presentes
em suas extremidades (homobifuncional e heterobifuncional), a especificidade de seus grupos
reativos, o comprimento do braco espacador (space arm), solubilidade e reatividade (LA
ROTTA HERNANDEZ, 2005; HAN et al., 1984; WONG E WONG, 1992).

Um dos principais métodos de imobilizacéo por reticulacdo é o CLEA — cross-linked
enzyme aggregates, que trata-se de um agregado de enzimas reticuladas.

Os CLEAs foram inicialmente desenvolvidos por Cao e colaboradores em 2000, como
uma alternativa aos CLEs (cross-linked enzyme), e CLECs ( Cross-linked enzyme crystals -
Cristais de enzimas reticuladas), na tentativa de contornar seus inconvenientes (CAQO et al.,
2000).

A sintese dos CLEAS envolve a precipitacdo da enzima (sem a necessidade que estas
estejam em sua forma pura), seguida de sua reticulagdo quimica por meio do uso de um reagente
bifuncional, geralmente o glutaraldeido, resultando em agregados enzimaticos insoluveis
(SHELDON et al., 2005; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2009).

Os agentes de precipitacdo proporcionam uma agregacao fisica das moléculas de enzima
em grandes estruturas moleculares, sem perturbagdo da estrutura tridimensional original da
proteina. Estes agregados sélidos sdo mantidos por ligacdo ndo covalente e facilmente se
dissolvem, quando dispersos em meio aquoso. Desta forma a etapa de entrecruzamento é
necessaria para estabilizar os agregados por ligacfes covalentes, no qual as moléculas de
enzimas sdo ligadas quimicamente umas as outras por um reagente bifuncional através da uma
reacdo de grupos amino de residuos de lisina presentes na superficie externa da enzima,
tornando os agregados permanentemente insoltveis (SHELDON, 2007; KARTAL et al., 2011;
SHELDON, 2011).

Em baixas concentragdes do agente de entrecruzamento, as ligacdes entre as enzimas
sdo insuficientes para formacdo dos agregados, deixando muita enzima livre em solugéo. Ja
para altas concentragdes, fortes ligagcdes entre as enzimas séo formadas, tornando o CLEA um
agregado rigido, impedindo o acesso do substrato ao sitio ativo das enzimas imobilizadas no
interior do agregado (YU et al., 2006; DAL MAGRO et al., 2016).
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3.6.2 Tipos de Suportes para Imobilizacdo de Enzimas

A utilizacdo de um suporte adequado para a imobilizacdo de enzimas é um fator-chave
para o desenvolvimento de biocatalisadores eficientes (BICKERSTAFF, 1997).

A natureza fisica dos suportes pode variar, desde materiais gelatinosos até superficies
rigidas, recobertas com substancias capazes de interagir com a enzima. A escolha do suporte
também dependera das caracteristicas peculiares da enzima e das condi¢des de uso da
biomolécula imobilizada (MILETIC et al., 2009).

Os suportes utilizados para imobilizagéo se dividem em dois tipos principais, segundo
Carvalho, Canilha e Silva, (2006).

1. Os que confinam fisicamente a enzima, ou seja, a enzima é encapsulada no suporte que
pode ser glébulos ou fibras feitas de polissacarideos, de proteina ou de polimeros
sintéticos

2. Os que aderem a superficie (adsorcao fisica), no qual a enzima fixa-se ao suporte por
ligacdo quimica (idnica ou covalente).

Os suportes utilizados para imobilizagdo podem ser classificados de acordo com sua

composicao, conforme mostra a tabela 4.

Tabela 4: Classificacdo dos suportes de acordo com a composicao.

SUPORTES
ORGANICOS INORGANICOS
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos Proteinas Poliestireno Areia Vidro
Celulose Colageno Poliacrilatos Bentonita Ceramica
Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Silica
Agar Gelatina Nylon Pedra-pome Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de ferro
Amido Policrilamidas Oxido de Niquel

Fonte: Villeneuve et al. (2000).

Nesse contexto, a escolha da matriz do suporte € uma etapa crucial nesse processo, pois
afeta diretamente a eficiéncia e a estabilidade da enzima imobilizada. Quitosana e silica sdo
duas matrizes de suporte comumente usadas para imobilizagdo de enzimas no processamento
de sucos (ALAGOZ et al. 2022; L. DAL MAGRO et al. 2019).
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A seguir uma breve descricdo dos dois tipos de suportes utilizados na imobiliza¢éo de

enzimas e que foram utilizados neste trabalho:

3.6.2.1 Quitosana

A quitosana (Figura 3a) é a forma desacetilada da quitina (Figura 3b), a qual €é
considerada o segundo polimero mais abundante na natureza, depois da celulose (Figura 3c).
(KUMAR, M; 2000. GUPTA, K. ; TSIGO et al., 2000)

IO CH,0H CH0H
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n n n
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Fig. 3 Estrutura dos biopolimeros: quitosana (a), quitina (b) e celulose (c)

A quitosana é um polissacarideo linear com um grupamento amino produzido por
hidrélise alcalina da quitina de ocorréncia natural no processo de despolimerizacdo e N-
desacetilacdo. Os grupos amino reativos presentes na quitosana podem servir prontamente
como locais para modificacdo quimica, portanto, tornam a quitosana um dos poucos
polieletrélitos catibnicos naturais (pKa-6,5) (BILAL et al., 2017).

A quitosana é considerada um importante suporte para a engenharia de imobilizacao,
devido as suas caracteristicas estruturais e funcionais Unicas, como: ndo toxicidade,
compatibilidade, degradabilidade, etc (MONIER et al., 2010). Além disso, € um produto
natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel e de grande importancia econdmica e
ambiental. As carapacas de crustdceos sdao residuos abundantes e rejeitados pela industria
pesqueira que, em muitos casos, as consideram um importante poluente (KUMAR, M; 2000).

Na clarificacdo de sucos de frutas, a quitosana pode ser usada como um agente
coagulante eficaz, auxiliando na separacéo das particulas suspensas dos sucos (CHATTERJEE
etal., 2004 , DOMINGUES et al., 2011, RAl et al., 2004 , RUNGSARDTHONG et al., 2006).
A quitosana demonstrou ser uma matriz de suporte eficaz devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de formar ligacdes estaveis com enzimas (HARUTYUNYAN
e LASAREVA 2023; KRAJEWSKA 2004).
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3.6.2.2 Silica

A silica (SiO2) é um dos materiais multifuncionais descritos na literatura com elevado
potencial de aplicacdo para imobilizacdo, principalmente devido a possibilidade de modificacdo
da superficie deste suporte, atendendo assim a classificacdo da IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), estabilidade térmica, estabilidade mecénica e seguranca
toxicologica (SOARES et al., 2006; CARVALHO et al.,, 2014; VILAR et al., 2008;
BENVENUTTI et al., 2009).

A silica pode ser adquirida comercialmente ou produzida em escala laboratorial por
diferentes técnicas, sendo a mais utilizada para imobilizacéo de enzimas, a silica produzida pela
técnica sol-gel (ISPAS et al., 2009; ZOU et al., 2014; SOARES et al., 2006; CARVALHO et
al., 2014).

A silica gel é um tipo amorfo de SiO2 que apresenta estrutura muito porosa. Sua
formacdo se da pela acidificacdo de solucGes aquosas de silicato de sodio, gerando um
precipitado gelatinoso, que é lavado com &gua para eliminar eletrdlitos e depois desidratado,
seja por aquecimento ou por secagem por pulverizacdo, além de ser utilizada como dessecante,
absorvente seletivo, suporte cromatogréafico, substrato, catalisador e isolante (térmico e sonoro)
(CHRISTY, 2012; RONDA et al., 2015), é amplamente utilizada devido a sua alta area
superficial e porosidade, o que permite uma eficiente imobilizacdo de enzimas (HARTMANN
2005; MONTOYA et al. 2022; WU e MU 2022; ZUCCA e SANJUST 2014).

3.6.3 AGENTES DE RETICULACAO

A imobilizacdo de enzimas em matrizes de suporte requer o uso de um agente de
reticulacdo para ligar covalentemente a enzima a matriz (ALAVARSE et al. 2022;
GOVARDHAN, 1999). Neste trabalho, dois agentes de ativacdo foram utilizados: glutaraldeido

e genipina.

3.6.3.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido € um agente de reticulacdo amplamente utilizado que forma uma ligagao
covalente entre a enzima e a matriz do suporte por meio da reagdo com 0S grupos amino e

carboxila da superficie (Barbosa et al. 2014). E habitualmente utilizado também devido a sua
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elevada estabilidade, apesar da sua citotoxicidade (LI et al., 2013) e preocupacdes ambientais,
0 que limita seu uso em algumas aplicagcdes (GOUGH et al. 2002).

O processo de reticulacdo envolve a formacdo de bases de Schiff, que sdo entdo
convertidas em ligacfes de amina secundaria estaveis por meio de reducao. O glutaraldeido tem
se mostrado eficaz na estabilizagdo de enzimas, melhorando sua atividade e permitindo a
reutilizacdo do biocatalisador imobilizado (DAL MAGRO et al. 2020; de ANDRADES et al.
2019).

O glutaraldeido possui grande aplicabilidade e versatilidade como agente reticulante,
alguns estudos ja mostraram que ele pode atuar de forma negativa na imobiliza¢do de enzimas
em suportes solidos, causando a danificacao dos seus sitios ativos, comprometendo a atividade
catalitica das mesmas (KARNCHANAJINDANUN et al, 2011; CAVELLO et al, 2014).

De forma geral, o glutaraldeido é considerado um dos agentes reticulantes mais
versateis e empregados na ativacdo de suportes para a imobilizacdo de biocatalisadores,
apresentando relevancia consideravel na biotecnologia e engenharia enziméatica (BARBOSA et
al, 2014)

3.6.3.2 Genipina

A genipina é um iridoide natural usado como agente de reticulacdo derivado do fruto do
jenipapo, a Genipa americana (ALAVARSE et al. 2022; TACIAS-PASCACIO et al. 2019).

A genipina forma ligagcdes covalentes com 0s grupos amino das enzimas por adi¢do
nucleofilica, resultando em reticulacéo estavel sem a necessidade de reducéo (YU et al. 2021).

A genipina pode reagir espontaneamente com grupos amina primarios de aminoéacidos,
peptideos ou proteinas. Essa reacdao € muito util para diversas aplicac6es bioldgicas devido a
biodegradabilidade e baixa toxicidade da genipina, tornando-a um excelente reagente
reticulante (TACIAS PASCACIA et al. 2019; NERI-NUMA et al. 2017).

Devido sua alta biocompatibilidade e baixa toxicidade, a genipina surge como um novo
reagente bifuncional que substitui o classico reagente glutaraldeido em reacdes de reticulacéo.
Resultados obtidos em ensaios revelaram que a genipina pode apresentar cerca de 10000 vezes
menos citotoxicidade que o glutaraldeido (SUNG et al. 2009).

Esse mecanismo unico de reticulacdo permite que a genipina mantenha a atividade e a
estabilidade da enzima (FLORES et al. 2019; HACKENHAAR et al. 2022; KLEIN et al. 2016),
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com menos preocupacdes sobre toxicidade e impacto ambiental quando comparada ao
glutaraldeido.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Enzimas

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados preparados comerciais
enzimaticos que possuem um complexo de enzimas, sendo as principais: pectinases, celulases
e hemicelulases.

A preparacdo enzimatica utilizada foi a Pectinex® Ultra SP-L (Novozymes), indicada
pelo seu fabricantes para o uso na producdo de sucos e gentilmente doada pela Novozymes
(Espanha).

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.1.2 Suco de frutas

Todo o experimento foi realizado em suco de laranja 100 % integral, recém-prensado
sem nenhum tratamento, apenas prensado e gentilmente cedido pela empresa parceira IndUstria
de Sucos 4° Légua Ltda., localizada na cidade de Caxias do Sul, RS. Os sucos cedidos foram
fracionados em garrafas plasticas de 500 mL, identificados e congelados para serem utilizados

ao longo do projeto.

4.1.3 Pectina, acido galacturénico, quitosana e APTMS

Pectina de macd, acido galacturénico, quitosana (de cascas de camardo, >75 %
desacetilado), tetraetilortosilicato 98 % (TEOS) e 3-aminopropiltrimetoxisilano 97 %
(APTMS), foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

4.1.4 Genipina

A genipina do jenipapo (Genipa americana), foi obtida por extragdo bifésica (Bellé et

al. 2018). Todos o0s outros reagentes e solventes eram de grau analitico.
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4.1.5 Esferas de Quitosana

As particulas de quitosana foram preparadas pelo método de precipitacdo, segundo
Klein et al, (2012) com modificagdes. Assim, 500 mg de quitosana foram dissolvidas em 20
mL de acido acético (0,35 M). Essa solucéo foi sonicada por 30 min para remover as bolhas de
ar. Em seguida, foi gotejada em solugdo de coagulacdo (hidroxido de sddio 1 mol.L™t) sob
agitacdo mecénica lenta. As particulas formadas, denominadas CH, foram separadas e lavadas

com agua destilada até atingir a neutralidade e armazenadas para ativacao.

E importante mencionar que para obter atividades semelhantes em ambos 0s suportes
para permitir a clarificacdo do suco, a concentracdo de proteina usada na imobilizacdo da

quitosana € 5 vezes maior do que no suporte de silica.

4.1.6 Silica

A silica foi preparada em parceria com o Laboratério de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, pelo método sol-gel utilizando hidrolise e condensacdo de
tetraetilortosilicato (TEOS) na presenca de um catalisador de acido mineral (HCI), para
desenvolvimento de grupos silanol no suporte (HENCH E WEST 1990). O procedimento de

sintese envolveu a mistura de 5 mL de TEOS, 5 mL de etanol e uma mistura de 36 gotas de

HF/HCI (6/6 mol.L-1) em 2 mL de solucdo. O catalisador foi entdo adicionado, levando a uma

gelificacdo quase instantanea. A mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 14
dias. Posteriormente, a silica foi triturada, lavada com &gua e etanol e seca a vacuo a 90 °C por
2 h. A silica preparada foi organofuncionalizada com APTMS pelo seguinte processo: a silica
foi tratada termicamente a vacuo a 140 °C por 4 horas, antes da organofuncionalizacdo usando
1 mmol de APTMS por grama de silica. A reacdo foi realizada em tolueno a 80 °C com agitacédo
mecénica sob atmosfera inerte por 24 h. Ap6s a reacdo, o sobrenadante foi removido e 0s
materiais foram lavados com tolueno, etanol e agua. Por fim, a matriz, denominada, foi seca

sob vacuo a 80 °C por 2 h.
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4.2. Ativacao de suporte e imobilizacdo de enzimas
4.2.1. Ativacdo com glutaraldeido

As particulas de quitosana e silica foram ativadas com glutaraldeido usando o seguinte
procedimento descrito por Dal Magro et al. (2018): 50 esferas de quitosana ou 100 mg de silica
foram incubados em tampdo de fosfato-potassio 0,1 mol.L™* (pH 7,0) com 1 % (v/v) de
glutaraldeido a 37 °C sob agitacdo por 2 h. Em seguida, os suportes, denominados CH-GLU e
S-GLU, foram separados e lavados 3 vezes com tampao citrato de sodio (50 mmol.L?, pH 4,8)

para retirada do excesso de glutaraldeido e utilizados para imobiliza¢éo das enzimas.
4.2.2. Ativagao com genipina

Da mesma forma, as particulas foram ativadas com genipina seguindo o descrito por
Flores et al. (2019): 50 particulas de quitosana ou 100 mg de silica foram adicionados a solucéo
de genipina (1,5 mg.mL™* em 5 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 9,0) e a reacéo foi realizada a
60 °C por 1 h sob agitacdo. Em seguida, os suportes, denominados CH-GEN e S-GEN, foram
separados e lavados 3 vezes com tampéo citrato de sodio (50 mmol.L, pH 4,8) para retirada

do excesso de genipina e utilizados para imobilizacdo da enzima.

4.2.3. Imobilizacdo de enzimas

Para imobilizacdo da preparacdo enzimatica, os suportes ativados, seja por genipina ou
glutaraldeido, foram misturados a solucdo enzimatica previamente diluida em tampao citrato
de sddio (50 mmol, pH 4,8), 1:10 (m:v), (10 mg de proteina por g de suporte), a temperatura
ambiente sob leve agitacdo em um misturador de rolos por 12 horas, durante a noite. Ao final,
os biocatalisadores foram separados e lavados 3 vezes com tampéo citrato de sédio (50 mmol,
pH 4,8) para remover as enzimas ndo ligadas. Finalmente, os biocatalisadores (CH-GEN-E,
CH-GLU-E, S-GEN-E, S-GLU-E) foram suspensos em tampao citrato de sodio (50 mmol.L?,
pH 4,8) e armazenados a 4 °C. O rendimento de imobilizagéo (RI), eficiéncia de imobilizagdo
(El) e atividade recuperada (AR) foram calculados de acordo com Sheldon e Van Pelt, 2013,

seguindo as equac0es:
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0L — atividade imobilizada(U)
RI (/0) - atividade inicial (U) x100 (1)
A atividade medida (U)
El (A)) " atividade imobilizada w) x100 (2)
AR (%) _ atividade medida (U) %100 (3)

atividade inicial (U)

A atividade imobilizada refere-se a diferenca de atividade observada entre a solucao
enzimaética livre e e 0 somatorio das atividades determinadas no sobrenadante nas fracdes de
lavagem. A atividade inicial corresponde & atividade da enzima em sua forma livre, antes da
mistura com o material de suporte. A atividade do biocatalisador é a atividade medida no

material de suporte ap0os a imobilizacao.

4.3 Metodos
4.3.1 Atividade de pectinase

A atividade de pectinase total foi medida usando pectina como substrato conforme
descrito por Dal Magro et al (2016). Para isso, 0,1 mL de enzima diluida foi adicionado a 0,9
mL de substrato (1 g.L* de pectina) em tampé&o citrato de sodio (50 mM, pH 4,8). A reagéo foi
incubada a 37 °C, por 1 min, sob agitacdo. A quantidade de grupos redutores foi estimada pelo
método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) de acordo com Miller (1959), usando &cido
galacturénico como padréo. Uma unidade de atividade pectinase foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para produzir 1 pumol de &cido galacturdénico por minuto nas condi¢des de

reacao.

4.3.2 Clarificagao do suco de frutas

Para clarificacdo dos sucos de frutas foram utilizadas enzimas imobilizadas preparadas
conforme o item anterior. Os sucos previamente extraidos foram encaminhados a reatores em
batelada para despectinizacéo e clarificagcdo. Os sucos clarificados foram avaliados em funcéo
de suas propriedades nutricionais e qualitativas, conforme os protocolos descritos abaixo.

Para a clarificacdo, 5 U de pectinase (CH-GEN-E, CH-GLU-E, S-GEN-E, S-GLU-E)
foram adicionados a 1 mL de suco de laranja puro e incubados a 40 °C por 1 h. Adicionalmente,

para medir o efeito de suporte, particulas ndo ativadas (CH ou S) e particulas ativadas sem
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enzima (CH-GEN, CH-GLU, S-GEN, S-GLU) também foram utilizadas no processo de
clarificacao.

4.3.3 Propriedades qualitativas e nutricionais

4.3.3.1 Quantificacao de turbidez

Ao final da clarificacdo, as particulas do suporte foram separadas e as amostras foram
centrifugadas por 2 min a 5000g. Posteriormente, os sobrenadantes foram analisados através da
luz dispersa por espectrofotometria, como proposto por Anderson (2005) e suas absorbancias
foram detectadas a 860 nm. A reducgéo percentual da turbidez foi calculada considerando a

absorbancia do controle (suco sem nenhum tratamento) e a absorbancia das amostras tratadas.

4.3.3.2 Cor

A determinacéo da cor do suco foi realizada atraves de um Colorimetro Minolta (modelo
CR-400, Minolta Sensing Konica, Inc., Osaka, Japdo), segundo Tiwari et al. (2010), com base
em trés coordenadas, L*, a*, b*, que significam respectivamente luminosidade, que varia de 0
a 100 (preto/branco); intensidade de vermelho/verde (+/-) e intensidade de amarelo/azul (+/-).
Antes da medicdo das coordenadas, as amostras de suco foram homogeneizadas e adicionadas
com auxilio de uma pipeta de Pasteur na cubeta que serd acoplada ao colorimetro. O Croma

(C*) foi calculado seguindo a equacao 4.

Chroma (C*) =/(a*)? + (b*)? 4)

4.3.3.3 Quantificacdo de acUcares redutores

A quantificacdo dos acucares redutores foi realizada pelo método do 4cido
dinitrosalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). Para a medi¢do, 1 mL de suco diluido foi
adicionado a 1 mL de DNS em tubos de ensaio. A mistura foi incubada a 100 °C por 5 min e,
em seguida, resfriada em banho de gelo. Por fim, foi realizada a leitura em espectrofotémetro,
a 540 nm, contra uma amostra controle preparada com agua destilada, submetida ao mesmo
procedimento. Os valores de absorbancia encontrados em cada amostra foram convertidos em

concentragdo atraves de uma curva de calibragdo construida com solugdes de glicose.
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4.3.3.4 Vitamina C

A determinacéo de vitamina C foi realizada usando um sistema Waters HPLC série 2695
(Wilmington, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodos Waters DAD 2998
(Wilmington, EUA) e setado para comprimentos de onda de 254nm. No sistema de HPLC, a
separacao foi obtida usando a coluna seletiva Aminex (HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm, tamanho
de particula 9 um, Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EUA). A fase médvel foi 0,009 N H2S04
filtrada em filtro de 0,45 pum.

Antes de realizar a analise, as amostras foram diluidas, centrifugadas, desgaseificadas e
filtradas em membrana de acetato de celulose (0,22 um) (Millipore, Massachusetts, EUA).
Como fase movel utilizou-se agua ultrapura (Agua Milig), contendo 0,5 % de &cido formico
(A) e acetonitrila contendo 0,5 % de acido formico (B). A separacao foi realizada por meio de
um programa de gradiente de eluicdo. Os cromatogramas foram processados a 254 nm. Uma

curva padréo de acido ascérbico foi utilizada para quantificacéo.

4.3.3.5 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos foram determinados de acordo com o protocolo descrito por
Rodrigues et al. (2013). As analises cromatograficas foram realizadas usando um HPLC
Shimadzu (Kyoto, Japdo), com coluna Synergi Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 4 um, Phenomenex,
Torrance, CA) a 0,7 mL min-1 a 35 °C, coluna Synergi Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 4 um,
Phenomenex, Torrance, CA)a0,7 mL min-1a 35 °C, equipado com duas colunas iguais ligadas
em série a um detector de arranjo de diodo e um espectrometro de massas com analisador Q-
TOF e fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) (Bruker Daltonics, modelo micrOTOF-QIl,
Bremen, Alemanha). Agua ultrapura, contendo 0,5% de &cido formico (A) e acetonitrila
contendo 0,5% de &cido formico (B) foram utilizados como fase mével. A separacdo foi
realizada por meio de um programa de gradiente de eluig&o.

Os cromatogramas foram processados a 280 nm, 320 nm e 360 nm.

4.3.3.6 Solidos solaveis totais (Brix)

O teor de solidos sollveis totais em graus brix foi medido utilizando um refratbmetro
portatil 0 — 32 Brix da marca Lorben com precisdo de + - 0,2 (Brix), onde uma pequena
guantidade da amostra foi inserida na superficie do prisma e ap6s alguns segundos foi observada

a marcacao na escala.
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4.3.3.7. pH

A determinacdo do pH foi realizada através do método potenciométrico utilizando

peagametro calibrado com padrbes pH 4 e 7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Abstract:

This study investigated the impact of support matrix and active group on the support on the
nutritional properties of orange juice after juice clarification. Pectinase was immobilized on
chitosan and aminated silica supports, activated with genipin or glutaraldehyde, and applied for
juice clarification. The effects on various juice properties, including reducing sugars, total
soluble solids, vitamin C, and phenolic compounds, juice color and pH were evaluated. The
results revealed that the immobilization on chitosan activated using genipin resulted in the
highest biocatalyst activity (1211.21 U.g™}). The juice treatments using the biocatalysts led to
turbidity reduction in the juice (up to 90 %), with the highest reductions observed in treatments
involving immobilized enzyme on chitosan. Importantly, the enzymatic treatments preserved
the natural sugar content, total soluble solids, and pH of the juice. Color differences between

treated and raw juice samples were especially relevant for those treated using enzyme, with
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significant differences in L* and b*, showing loss of yellow vivid color. Analysis of phenolic
compounds and vitamin C showed no significant alterations after enzymatic treatment to the
raw juice. According to our results, the clarification of orange juice using immobilized enzyme

can be a compromise in turbidity reduction and color reduction to maintain juice quality.

Keywords: pectinase; enzyme immobilization, orange juice, clarification, chitosan, silica,
genipin, glutaraldehyde; nutritional properties.
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1. Introduction

Orange juice is a popular and widely consumed fruit juice due to its high nutritional
value and health benefits [1,2]. It is a good source of vitamins, particularly vitamin C,
which plays a crucial role in various physiological processes, such as collagen synthesis,
immune function, and antioxidant protection [3]. In addition, orange juice is rich in
phenolic compounds, which have been associated with a wide range of health benefits,
such as antioxidant, anti-inflammatory, and anticancer properties [4-6]. Given the
importance of orange juice as a nutritional beverage, it is essential to maintain its quality

and nutritional value during processing and storage [3,7].

During its processing, orange juice undergoes clarification to remove suspended
particles and impurities, which can affect its appearance, stability, and sensory attributes
[8,9]. The clarification of fruit juices can be performed by membrane technology, using
especially ultrafiltration (UF) membranes by eliminating yeast, molds, microorganisms,
colloids, as well as insoluble proteins, tannins, and polysaccharides. Additionally, these
membranes are used to concentrate the juice. [10-13]. Nonetheless, UF encounters the
challenge of fouling. The fouling of the membrane leads to a reduction in flux and product
rejection during operation, thereby resulting in elevated energy consumption [14]. The use
of enzymes, such as pectinases, has been established as an effective method for clarification
of orange juice [8,15]. By adding pectinases, the viscosity decreases and turbid particles
are precipitated, making it easier to eliminate them through filtration or centrifugation. This
enhances the yield of clarified juice and prolongs the lifespan of equipment such as filters
[16]. However, the use of free enzymes in juice processing has limitations, such as enzyme
degradation, reduced activity, and low reusability. To overcome these challenges, enzyme
immobilization has been proposed as a promising approach for enzyme stabilization and
reuse. Immobilization of enzymes can improve their stability by diverse reasons (as
recently reviewed in [17], activity, and selectivity, while reducing enzyme degradation and

loss during the juice processing [18].

In this context, the choice of an adequate support matrix is a crucial step in this
process, as it directly affects the efficiency and stability of the immobilized enzyme

[19]. Chitosan and silica are two commonly used support matrices for enzyme
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immobilization in juice processing [20—24]. Chitosan, a biopolymer derived from chitin,
has been shown to be an effective support matrix due to its biocompatibility,
biodegradability, and ability to be activated with different reactive moieties able to form
stable bonds with enzymes [25,26]. Silica, on the other hand, is an inorganic support
matrix widely used due to its high surface area and porosity, which allows for efficient

enzyme immobilization, mainly after its amination [27-30].

The covalent immobilization of enzymes on support matrices requires the use of a
activating agent to covalently attach the enzyme to the matrix [31,32]. Glutaraldehyde
is a widely used crosslinking agent that forms a covalent bond between the enzyme and
support matrix by reacting with the amino groups on the enzyme surface [33].
Glutaraldehyde has been shown to be effective in stabilizing enzymes, improving their
activity, and allowing for reuse of the immobilized enzyme [34]. However,
glutaraldehyde has also been associated with toxicity and environmental concerns,
which limits its use in some applications [35]. In a recent study by Hosseine et al. [36],
an alternative support activating agent was proposed for the immobilization of
pectinases. They synthesized a polyaldehyde pullulan through the oxidation of pullulan.
While they propose its potential application as an alternative to glutaraldehyde for
enzyme immobilization, the control of carbohydrate oxidation may be a challenge.

On the other hand, genipin is a natural iridoid used as crosslinking agent derived
from the fruit of Genipa americana [32]. Genipin forms covalent bonds with the amino
groups of enzymes through nucleophilic addition, resulting in stable crosslinking [37].
This unique reaction mechanism allows genipin to maintain enzyme activity and
stability [38], with fewer concerns about toxicity and environmental impact compared
to glutaraldehyde. Despite these advantages, genipin is more expensive than
glutaraldehyde, which may limit its use in large-scale industrial applications, usually for

mainly biocatalysts used in biomedicine [32].

Previous studies have been reported the successful use of immobilized enzymes for
juice clarification, including pectinase immobilized on chitosan and silica supports
[23,24]. However, these studies focused mainly on the clarification potential of the
biocatalyst, without considering its effects on other important juice properties, such as

possible alterations of nutritional content, color and taste. Therefore, it is important to



42

investigate the effect of immobilized enzymes on these juice properties to fully
understand the potential benefits of this approach for juice processing. To the best of
our knowledge, there is currently no published literature addressing the effect of
immobilized biocatalysts on the sensory and nutritional properties of orange juice

following clarification.

In this sense, we aimed to investigate the effect of support matrix and support
activating agent on the nutritional properties of orange juice during enzyme
clarification. Specifically, we immobilized pectinase on chitosan and silica supports
activated with either genipin or glutaraldehyde and applied these biocatalytic particles
to orange juice clarification. We then evaluated the effect of these immobilized enzymes
on the juice clarification, as well as on other properties of the juice, including reducing
concentrations of sugars, total soluble solids, vitamin C and phenolic compounds, and
also color and pH, The results of this study will provide valuable insights into the
development of improved enzyme immobilization techniques for juice processing, with

the potential to improve both the quality and nutritional value of orange juice.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Freshly pressed orange juice without any additional treatment was kindly
donated by Hugo Pietro (Caxias do Sul RS, Brazil). Pectinex Ultra SP-L was kindly
donated by Novozymes (Spain). Pectin from apple, galacturonic acid, chitosan
(from shrimp shells, >75% deacetylated), tetraethylorthosilicate 98% (TEOS) and
3-aminopropyltrimethoxysilane 97% (APTMS), were acquired from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). Genipin from Genipa americana was obtained by biphasic
extraction method [39]. All other reagents and solvents were of analytical grade.

The results presented in this study represent the mean of three experiments,
along with their respective standard deviations. Whenever applicable, the data were
analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test for

multiple comparisons.

2.2. Pectinase activity

Total pectinase activity was measured using pectin as substrate based on
Dal Magro et al [40]. For this, 0.1 mL of diluted enzyme was added to 0.9 mL of 1
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g.L ! of pectin in 50 mM sodium citrate at pH 4.8. The reaction mixture was
incubated at 37 °C, for 1 min, under agitation. The amount of reducing groups was
estimated by the 3,5-dinitrosalicyclic acid (DNS) method according to Miller [41]
using galacturonic acid as standard. One unit of pectinase activity was defined as
the amount of enzyme needed to produce 1 pumol of reducing groups per min under
the reaction conditions.

2.3. Support preparation
2.3.1. Chitosan beads

Chitosan particles were prepared by the precipitation method, according to
Klein et al. [42]. A solution of chitosan (2 % w/v) dissolved in 0.35 M acetic acid
was sonicated for 30 min to remove the air bubbles. Then, it was dripped in 1 M
sodium hydroxide (coagulation solution) under slow mechanical stirring. The
formed particles, named as CH, were separated by filtration and washed with

distilled water until neutrality was reached and stored for activation.

2.3.2. Silica particles

Silica was prepared through a sol-gel method utilizing tetraethylorthosilicate
(TEOS) hydrolysis and condensation in the presence of HCI as catalyst, for
development of silanol groups on the support [43]. The synthesis procedure
involved mixing 5 mL of TEQOS, 5 mL of ethanol, and a mixture of 36 drops of
HF/HCI (6/6 M) in 2 mL of solution. HCI was then added, leading to almost
instantaneous gelation. The mixture was left to sit at room temperature for 14 days.
Subsequently, the silica was ground by mortar and pestle, washed with water and
ethanol, and vacuum-dried at 90 °C for 2 h. The prepared silica was
organofunctionalized with APTMS by the following process: the silica was heat
treated in vacuum at 140 °C for 4 h, prior to organofunctionalization using 1 mmol
of APTMS per gram of silica. The reaction was carried out in toluene at 80 °C with
mechanical stirring under an inert atmosphere for 24 h. After the reaction, the
supernatant was removed, and the materials were washed with toluene, ethanol, and

water. Finally, the matrix, named as S, was dried under vacuum at 80 °C for 2 h.

2.4. Support activation and enzyme immobilization
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2.4.1. Support activation with glutaraldehyde

Both chitosan and silica particles were activated with glutaraldehyde
using the procedure described by Dal Magro et al [44]: 50 chitosan beads (20 mg
dry mass) or 100 mg of silica were incubated in 0.1 M phosphate-potassium at pH
7.0 with 1 % (v/v) glutaraldehyde at 37 °C under gentle stirring for 2 h. After, the
supports, named as CH-GLU and S-GLU, were recovered by filtration and washed
3 times with 50 mM sodium citrate at pH 4.8 to remove the excess of glutaraldehyde

and used for enzyme immobilization.

2.4.2. Support activation with genipin

In the same way, both particles were activated with genipin following the
protocol described by Flores et al. [45]: 50 chitosan beads (20 mg dry mass) or 100
mg of silica were added to genipin solution (1.5 mg.mL™ in 0.1 M phosphate buffer
at pH 9.0) and the reaction was performed at 60 °C for 1 h under gentle stirring.
After, the supports, named as CH-GEN and S-GEN, were recovered and washed 3
times with sodium citrate buffer (50 mM, pH 4.8) to remove the excess of genipin

and used for enzyme immobilization.

2.4.3. Enzyme immobilization on the activated supports

For immobilization of the enzyme preparation, the genipin or
glutaraldehyde activated supports were added to enzyme solutions previous diluted
1:10 (m:v) in 50 mM sodium citrate buffer at pH 4.8 and room temperature in a
roller mixer overnight. At the end, the biocatalysts were recovered and washed 3
times with 50 mM sodium citrate buffer (at pH 4.8 to remove the non-bound
enzymes. Finally, the different biocatalysts (CH-GEN-E, CH-GLU-E, S-GEN-E,
S-GLU-E) were suspended in 50 mM sodium citrate buffer at pH 4.8 and stored at
4 °C. The immobilization yield (1Y), immobilization efficiency (IE) and recovered
activity (RA) were calculated according to Sheldon and Van Pelt [46,47], following
the equations:

0% (%) _ Immobilized activity (U) %100 (1)

Initial activity (U)
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Biocatalyst activity (U)

IE (%) = x100 )

Immobilized activity (U)

RA (%) _ Biocatalyst activity (U) %100 (3)

Initial activity (U)

The immobilized activity refers to the difference in activity observed between
the initial free enzyme solution and the activity determined in the supernatant and
washing fractions. The initial activity corresponds to the enzyme activity in its free
form, before mixing to the support material. The biocatalyst activity is the activity

measured on the support material after immobilization.

2.5. Juice clarification

The orange juice clarification was carried out as reported by Dal Magro et al.
[48], considering the clarification in terms of turbidity reduction, being 100 % the
turbidity of the juice without any treatment. Briefly, 5 U of pectinase (CH-GEN-E,
CH-GLU-E, S-GEN-E, S-GLU-E), were added to 1 mL of raw orange juice and
incubated at 40 °C for 1 h. Additionally, in order to measure the matrix effect, non-
activated particles (CH or S) and activated particles without enzyme (CH-GEN,
CH-GLU, S-GEN, S-GLU) were also used in the clarification process.

2.6. Analytical Determinations
2.6.1. Turbidity

Juice turbidity was measured using spectrophotometric analysis, based on light
scattering, as proposed by Anderson [49], with some modifications. At the end of
clarification, support particles were recovered, by centrifugation for 2 min at 5000
g. Subsequently, the supernatants were analyzed using a spectrophotometer at 860
nm. The percentage of reduction in juice turbidity was calculated considering the
absorbance of the control (juice without any treatment) and the absorbance of the

treated samples.

2.6.2. Total soluble solids (°Brix), reducing sugars, and pH of the juice
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Soluble solids (°Brix) were measured using a refractometer at 20.0 = 0.5 °C.
The reducing sugars were quantified by the DNS method, proposed by Miller [41].

The pH of the juice was measured using a digital pHmeter.

2.6.3. Color determination

Determination of juice color was performed in a Minolta Colorimeter (Model
CR-400, Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan). It was based on 3 color
coordinates: L* (whiteness or brightness/darkness), a* (redness/greenness) and b*

(yellowness/ blueness). The Chroma (C*) was calculated following the equation 4:

Chroma (C*) = /(a*)? + (b*)? 4)

2.6.4. Ascorbic acid analysis by HPLC-DAD

The quantification of acid ascorbic acid was performed in HPLC using the
method proposed by Osturk et al. [50] with some modifications. The analysis was
performed using a Waters HPLC 2695 series system (Wilmington, EUA) coupled
with a diode array detector Waters DAD 2998 (Wilmington, EUA), and arranged
to 254 nm wavelengths. In the HPLC system, separation was achieved by using the
selective Aminex column (HPX-87H, 300mmx7.8 mm, particle size 9 um, Bio-Rad
Lab., Richmond, CA, USA). The mobile phase was 0.009 N H2SO; filtered at 0.45
um filter.

2.6.5. HPLC-DAD analysis of phenolic compounds

Phenolic compounds determination was performed using a Shimadzu high-
performance liquid chromatographer (HPLC) (Kyoto, Japan), connected in series
to a DAD detector (SPD-M20A). The chromatographic separation conditions were
previously described by Rodrigues et al. [51]. Phenolic compounds were separated
in a Synergi Hydro-RP column (250 x 4.6 mm, 4 um, Phenomenex, Torrance, CA)
at 0.7 mL.mint at 35 °C, using as mobile phase a linear gradient of water:formic
acid (99.9:0.1, v/v, solvent A) and acetonitrile:formic acid (99.9:0.1, v/v, solvent
B). The UV-vis spectra were obtained between 200 and 800 nm, and the
chromatograms were processed at 280, 320, 360 nm.
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3. Results and Discussion
3.1. Enzyme immobilization

Initially, pectinase was immobilized on both supports, chitosan and silica, using
both activating agents, the most used crosslinking agent, glutaraldehyde [33], and the
less toxic alternative, genipin [52]. The results for the immobilization parameters are
presented in Table 5.

Table 5. Immobilization parameters for pectinase immobilized on chitosan and

silica

Biocatalyst 1Y (%) |E (%) RA
Activity (U.g1) (%)

Chitosan
Genipin 1211.21 + 22.56 30.37 27.3 8.3
Glutaraldehyde 535.17 +£17.88 91.17 3.1 2.9

Silica

Genipin 263.78 £ 7.23 20.12 44.02 8.86

Glutaraldehyde 152.21 +12.49 8.86 57.66 5.11

Analyzing the results presented in Table 1, it is possible to observe that the
biocatalysts immobilized using genipin presented higher activity than those
immobilized using glutaraldehyde. For the pectinase immobilization on cationic PS
resin activated with glutaraldehyde, Miao et al. [53] found around 550 U.gt. The
mechanism of immobilization is similar to used for chitosan activated with
glutaraldehyde in our work: modification of a cationic amino surface with
glutaraldehyde, and immobilization by Schiff’s base formation with amino groups
between glutaraldehyde and the enzyme. The immobilization yield represents the
efficiency of the immobilization process in terms of the proportion of the initial
activity that is immobilized. The immobilization on chitosan-glutaraldehyde shows
the highest immobilization yield. This could be attributed to the chemical properties
of glutaraldehyde, which is known for its effectiveness in binding biomolecules by
multifunctional factors [33]. Using silica activated with amino groups, Muller et al.
[54] found 7.7 % of immobilization yield. On the other hand, the same support

showed the highest immobilization efficiency compared to chitosan. These
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differences might be attributed to the enzyme loading and the generation of
substrate diffusional limitations, considering the large size of this molecule: the
higher the enzyme load, the higher the effects of diffusional limitations on enzyme
activity. Navarro-Lépez et al. [55] immobilized the pectinase on chitosan-magnetic
nanoparticles coupled with glutaraldehyde and found 65.6 % of efficiency.
Although the authors used chitosan-based support, the mechanism was similar to
used for silica in our work: functionalization with 3-APTMS and coupling with
glutaraldehyde. The immobilization efficiency was similar for our study (57.6 %).
Concerning the support activating agents, genipin is relatively stable under
physiological conditions and provides long-term stability to the cross-linked
products [45], while glutaraldehyde is a highly reactive compound that rapidly
reacts with biomolecules. Both are widely used for enzyme immobilization
presenting different results depending on the biocatalyst, the immobilization
conditions and the nature of the support.

3.2 Juice clarification

In order to investigate the effects of support matrix, activating agent and the
enzyme on the properties of the orange juice after enzymatic clarification, the
chitosan and silica particles were applied to juice clarification. The particles were
used as prepared, after activation or after enzyme immobilization. The results for
turbidity reduction after clarification are presented in Table 6. When naked chitosan
or silica were used for juice clarification the results of turbidity reduction were very
low, as well as for the particles activated but without enzyme.



Table 6. Effects of different treatments on orange juice parameters

Treatment Turt'Jidity TSS (°Brix) Reducing pH L* a* b* C*
reduction (%o) sugars (g.L 1)

Orange juice 0.00¢ 10.2+0.3* 520+0.13%¢ 347+0.27%° 68.81+1.43> -501+0.03" 30.08+1.222 30.49
CH 3.67+043%¢  93+0.4%¢ 530+0.01%°% 3394003 63.95+2.23" -445+042° 3582+0.312 36.10
CH-GEN 5.56+0.33%¢  8.9+0.1*°¢ 540+ 0.07*P¢¢ 337+0.12° 63.65+1.66° -4.61+021° 37.74+0.88 38.02
CH-GLU 6.14 +£1.21° 10.1+0.2°8 517+0.12¢9 3.36+0.01* 66.5+2.98" -489+0.55° 31.57+0.922 31.95
CH-GEN-E 93.57+£2.27°  9.0£0.9*¢ 521+0.15%¢ 336+0.04° 78.93+240° -242+0.12% 576x025" 6.25
CH-GLU-E 94.15 + 4.11° 9.4+05% 551+004% 345+013% 786+1.41% -213+0.15% 4.18+0.13" 4.69
S 6.88 + 0.66° 10.1+£0.3* 5.47+0.03*"¢ 3.34+0.11° 67.14+1.83" -496+0.65° 33.94+2012 34.30
S-GEN 8.61+0.91° 85+0.7°¢ 534+0.122°¢4 327 +0.08% 63.68+3.22°> -45+031° 36.22+0.33% 36.50
S-GLU 8.95 + 0.87° 79+04° 525+0.11°%% 3.25+0.028 63.99+1.8%° -457+027° 357+1.66% 3599
S-GEN-E 89.33 + 3.65° 8.0+ 05 540+0.10%>¢Y 328+0.00° 78.43+0.33% -2.15+0.12% 4.19x072° 471
S-GLU-E 82.90 +2.13° 57+059 555+0.077 3.28+0.14* 7855+154% -266+0.19° 7.22+064> 7.69

Results are the mean + standard deviation. Means followed by the same letters in the same columns do not differ by Tukey's test at 5%

probability.
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The presence of enzymes in the particles led to a significant turbidity reduction for both
chitosan and silica biocatalysts. Pectinase is responsible to breaking down the pectin and
removing some of the turbidity-causing components in the orange juice [56]. Interestingly, the
results indicated that there is no matrix effect on turbidity reduction. This suggests that the
support materials (chitosan and silica) and activating agents (genipin and glutaraldehyde)
primarily act as carriers for the enzyme, providing a suitable environment for its activity rather
than directly contributing to the turbidity reduction process. The absence of a matrix effect
implies that the immobilized enzyme retains its ability to clarify the juice, regardless of the
support material or activating agent used. This finding reinforces the interest of utilizing

immobilized enzymes for juice clarification.

When comparing both supports, the enzyme immobilized on chitosan exhibited slightly
higher turbidity reduction compared to the enzyme immobilized on silica, around 8 %,
considering the mean of the biocatalysts. This observation is consistent with previous studies
where chitosan-immobilized enzymes [48] demonstrated greater efficiency than silica-
immobilized enzymes [23]. In a multi-enzymatic system composed of pectinase and protease
immobilized on chitosan particles, the authors observed that the immediate reduction in
turbidity after the enzymatic treatment (49 %) was lower than that found in the present study.
However, they noted a gradual reduction in turbidity over time, reaching 70 % after 21 days of

storage [24].

3.3. Total soluble solids, reducing sugars and color parameters

The results of the treated juice for its physicochemical analysis are presented in Table 6.
The results showed relatively minor variations in juice TSS, reducing sugars, and pH values
among the different biocatalyst combinations. Although the results for TSS and reducing sugars
presented statistically difference, there is no correlation considering the supports, activating
agent or presence of enzymes. This suggests that the clarification process, regardless of the
support nature or crosslinking agent used, did not significantly alter the sweetness, sugar
content, or acidity of the juice. This is positive, as it is desired that the clarification treatment
does not affect the nutritional and sensorial parameters of juice. Using a pectinase immobilized
on glass beads, Azimi et al [57] found a small reduction on TSS after clarification. The authors

attributed to the deposition of suspended compounds with pectin hydrolysis [57].
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Regarding the color parameters, most of the treated juice presented similar values
compared to raw orange juice. The main changes are in the L*, a* and b* parameters in the
treatments using enzymes which are statistically different from the rest of treatments and raw
juice. It can be related to the effects of the enzymatic clarification process and turbidity
reduction. The L* parameter represents the lightness of the sample, where higher values
indicate a brighter appearance [58]. Comparing the treatments using enzymes to the raw orange
juice, it can be observed that the L* values generally increased in the treatments. This suggests
that the enzymatic clarification process, and the consequent turbidity reduction, contributed to
a brighter appearance of the juice. On the other hand, the decrease in Chroma* values for the
samples treated with enzymes indicates that the clarified juice presents a less vivid color [59].
This could be attributed to the decrease in the b* parameter, as presented in Table 6.

The b* parameter represents the position between yellow and blue, with positive values
indicating more yellowness and negative values indicating more blueness [58]. In the context
of orange juice, a higher positive value for b* reflects a more vibrant and intense yellow color,
which is desirable and commonly associated with fresh and high-quality juice. The results
indicated that the treatments involving the enzyme (for chitosan or silica supports) exhibit
considerably lower b* values compared to the raw juice. This suggests a reduction in the
yellowness of the juice when the enzyme is present during the clarification process. This
reduction can be attributed to the hydrolysis of pectin. Pectinase hydrolyzes the pectin, which
is responsible for the structural integrity of cell walls. As a result, the cell contents, including
carotenoids, are released [60,61].

An optimized clarification process has the potential to significantly enhance the color of
orange juice by achieving an appropriate balance between turbidity reduction and maintaining

the desired vibrant and vivid yellow appearance.

3.4 Analysis of Phenolic Compounds in Orange Juice

The phenolic compounds in orange juice and the treated samples were analyzed using
HPLC-DAD at three different wavelengths, 280 nm, 320 nm, and 360 nm. The results are
presented in the Table 7, with the sum of the areas for each wavelength expressed as a

percentage of the raw orange juice (considered as 100%).

Table 7. Analysis of phenolic compounds, as percentages, at different wavelength for the

treatments on orange juice



Treatment 280 nm 320 nm 360 nm Mean
Orange juice 100.02 100.0? 100.0? 100.0
CH 95.3+3.4%  1040+21* 932+1.1° 97.5
CH-GEN 624+28  766+3.7°  63.5+2.4 67.5
CH-GLU 87.4+ 1.5 995+54°  92.2+4.7b 93.0
CH-GEN-E  594+31% 673+39%  59.8+34¢ 62.2
CH-GLU-E  80.7+2.9° 87.0 + 4.4° 78.6 + 2.8° 82.1
S 87.4 + 4.4° 91.9+1.8° 87.3+ 25" 88.9
S-GEN 61.5+1.2%¢  70.7+23% 5894519 63.7
S-GLU 816+3.9°  92.0+1.6°  79.6+4.4° 84.4
S-GEN-E 67.2+4.1°  746+31°  62.0+3.6° 67.9
S-GLU-E 843+2.0° 946342  791+25° 86.0
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Results are the mean of three repetitions + standard deviation. Means followed by the same

letters in the same columns do not differ by Tukey's test at 5% probability.

In general, orange juices presents mainly flavones and flavanones linked to different
substituents as phenolic compounds [62]. For all wavelengths, there is a statistically significant
reduction in the phenolic compounds in the treated juices compared to the raw juices for most
of treatments, particularly when the supports were activated with genipin. In this case, the
samples treated with chitosan or silica activated with genipin, with or without enzyme, the
reduction in the phenolic compounds was statistically lower than other samples. Phenolic
compounds, such as anthocyanins, proanthocyanidins, monomeric catechins, and phenolic
acids can interact with chitosan-genipin matrix [63,64], thus their content in the treated juice
could be lower compared to raw sample. Comparing both matrices, when chitosan was used it
resulted in a higher preservation of the phenolic compounds compared to silica. However, when
the matrices were modified with genipin or glutaraldehyde there were no differences between
chitosan and silica, indicating that the interactions between phenolic compounds and activating
agents or even in the presence of the enzyme were more important. Similar results were found
in apple juice manufacturing processes regarding enzymatic treatment. The authors observed a
19.9% reduction in the total procyanidin concentration in the juice through enzyme treatment
[65]. In our study, using genipin-activated supports, the biocatalyst showed a 35% reduction in
phenolic compounds, while for glutaraldehyde-activated matrices, the reduction was

approximately 16%.
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Overall, the results indicate that the choice of activating agent and support material
(chitosan or silica) can influence the reduction of phenolic compounds, with potential
preservation in specific cases. The presence of the enzyme did not alter, in general, the content
of the phenolic compounds compared to the activated matrix, either with glutaraldehyde or
genipin. However, the biocatalyst immobilized on glutaraldehyde-activated supports presented
higher phenolic content compared to genipin-activated support. As mentioned before, this can
be due to a higher reactivity and interaction between genipin and the phenolic compounds
[63,64].

In a similar study, Benucci et al. [24] also observed that enzymatic treatment did not reduce
the phenolic compounds indexes, Furthermore, the treated juices better preserved the

anthocyanin pattern compared to the untreated juice over time [24].

3.5. Vitamin C

Vitamin C, also known as ascorbic acid, is an essential nutrient found in high
concentrations in citrus fruits such as oranges [70]. It plays a crucial role in various
physiological processes in the human body, including acting as an antioxidant, supporting the
immune system, and aiding in the absorption of iron [71]. Therefore, the vitamin C content in
orange juice is important. The content of ascorbic acid in the raw and treated juices was
analyzed and the results are presented in Table 8, expressed as a percentage of the raw orange

juice (considered as 100%).

Table 8: Analysis of vitamin C, as percentage, for the different treatments on orange juice

Treatment Vitamin C
Orange juice 100.0?
CH 101.0 + 2.42
CH-GEN 102.6 + 1.62
CH-GLU 82.0+4.3°
CH-GEN-E 88.8 £ 2.8°
CH-GLU-E 102.5 + 3.12
S 105.0 + 3.32
S-GEN 90.5+ 2.5
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S-GLU 103.1 £5.12
S-GEN-E 103.0 £ 3.72
S-GLU-E 102.0 + 2.22

Results are the mean of three repetitions + standard deviation. Means followed by the same

letters in the same columns do not differ by Tukey's test at 5% probability.

Looking at the results, vitamin C content was similar to the raw orange juice for most of
treatments. The vitamin C content in all the treated samples remains relatively consistent,
ranging from 82.0 % to 105 % of the vitamin C content in the raw juice, mostly being
statistically equal to raw juice. This suggests that the treatment processes, including the use of
chitosan or silica supports and activating agents, do not have a substantial impact on
degradation of vitamin C, since in most cases, especially using enzyme, values were around
100 %. Exceptions were the treatments with CH-GLU, CH-GLU-E and S-GEN. The
consistency in vitamin C content across the samples is crucial for the quality of clarified orange
juice. Vitamin C is a highly valued and sensitive nutrient that is susceptible to degradation
during processing [66]. The fact that the treated samples exhibit similar vitamin C levels as the
raw juice indicates that the chosen treatments have effectively preserved the vitamin C content.
This is highly desirable as it ensures that the clarified orange juice retains its nutritional value
and provides consumers with the expected health benefits associated with vitamin C

consumption.

4. Conclusions

This study investigated the effects of different biocatalyst treatments on orange juice
quality. Treatments involving chitosan and silica supports activated with genipin and
glutaraldehyde, along with enzyme immobilization, significantly reduced turbidity compared
to the raw juice. The highest turbidity reduction percentages were observed in CH-GEN-E and
CH-GLU-E treatments, indicating their effectiveness in improving visual appearance. Soluble
solids content (°Brix), pH, and reducing sugar concentration remained comparable to the raw
juice, indicating minimal impact on these parameters. Analysis of phenolic compounds showed
that samples treated with genipin activated supports presented significant alterations in
composition. Importantly, treated samples exhibited comparable vitamin C levels to the raw
juice, preserving its nutritional value. These findings demonstrate the effectiveness of

biocatalyst treatments in clarifying orange juice without compromising quality. Understanding
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the matrix effect in immobilized enzyme juice clarification is crucial for future process

development.
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6. DISCUSSAO GERAL

O presente estudo analisou os diferente efeitos da clarificacdo do suco de laranja, com
0 uso de biocatalisadores. Foram analisados parametros de qualidade e pardmetros nutricionais,

utilizando os suportes de silica e quitosana com os agentes ativadores genipina e glutaraldeido.

A escolha dos suportes, bem como dos agentes ativadores foi feita levando em
consideracdo outros estudos onde se tem evidenciado que os mesmos agem de forma satisfatoria

na realizacdo da clarificacéo.

A analise dos parametros mostrou que a reducdo da turbidez, necessaria para que 0
aspecto visual do suco seja satisfatorio, foi observado nos tratamentos CH-GEN-E e CH-GLU-
E, evidenciando a quitosana como suporte mais efetivo. Em grande parte, a turbidez dos sucos
estd relacionada a substéncias coloidais que tem por caracteristica um ndcleo proteico com
carga positiva, revestido por moléculas de pectina com carga negativa. Essa carga negativa na
superficie faz com que as moléculas sejam repelidas uma das outras (Pilnik and VVoragen, 1993).
Assim, através da degradacdo da pectina pelas pectinases, 0 nucleo proteico carregado
positivamente é exposto, reduzindo a repulsdo eletrostatica e proporcionando a agregacdo em
particulas maiores com moléculas de carga oposta, como os compostos fenolicos, que irdo
sedimentar.

A cor, que é outro parametro visual importante, ndo apresentou mudanca com o
tratamento, se comparado ao suco ndo clarificado, tornando os suportes e agentes ativadores

satisfatdrios para uso.

Em relacdo aos parametros: sélidos sollveis (Brix), as amostras tratadas com silica
independente do agente ativador e do uso da enzima, apresentou uma reducéo do Brix, logo, o
suco estaria com sabor mais acido. Os pardmetros de pH e acuUcares redutores, estes
permaneceram semelhantes ao suco ndo clarificado, ou seja, apresentanto uma variacdo
pequena entre as amostras.. Os métodos de analise dos sélidos soltveis e pH foram realizados
sem nenhuma dificuldade, utilizando métodos tradicionais de aplicacdo. Para a analise de
acucares redutores foi necessario realizar algumas diluicbes para que as amostras ficassem

dentro da curva.

Os compostos fendlicos, grupo de antioxidantes ndo enzimaticos que combatem 0s

radicais livres e portanto um nutriente importante, apresentou uma diminuicdo de 40% quando
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ativado com a genipina, desta forma, como houve perda significativa, este agente ativador ndo

seria 0 mais indicado para ser utilizado.

A vitamina C, outro nutriente importante sobretudo em sucos citricos, apresentou-se em
niveis semelhantes nos sucos tratados e no suco néo clarificado. A vitamina C é um nutriente
muito sensivel, havendo uma degradacédo desde o momento do corte da fruta por exemplo. Nesta

andlise o nivel de vitamina C se manteve estavel utilizando ambos suportes e agentes ativadores.

Desta forma, observamos que na maioria dos parametros houveram poucas alteracdes
apos a clarificacdo. Entretanto, tratando-se de compostos fendlicos, observamos uma reducéo
consideravel quando ativado com a genipina. Portanto os suportes de silica e quitosana e o
agente ativador glutaraldeido se mostraram mais efetivos. A cor e agucares redutores se
mantiveram com pouca alteracdo quando comparado o suco ndo clarificado com o suco

clarificado.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo foi possivel:

- verificar que houve uma diminuicdo de 40% dos compostos fenolicos quando ativado
com a genipina, tornando este agente ativador menos indicado a ser utilizado.

- analise de vitamina C mostrou pouca alteracdo entre os sucos clarificados e nao
clarificados independente do suporte e dos agentes ativadores;

- analise de cor mostrou pouca alteragdo entre os sucos clarificados e ndo clarificados
independente do suporte e dos agentes ativadores;

- analise de solidos soluveis (Brix) mostrou uma alteracdo mais significativa nas
amostras utilizando a silica como suporte independente do agente ativador e do uso da enzima.

- analise de vitamina C mostrou pouca alteracdo entre os sucos clarificados e néo
clarificados independente do suporte e dos agentes ativadores;

- anélise de acglcares redutores mostrou pouca alteragdo significativas entre 0s sucos
clarificados e ndo clarificados independente do suporte e dos agentes ativadores;

- andlise dos parametros mostrou que a reducdo da turbidez foi observado nos
tratamentos CH-GEN-E e CH-GLU-E, evidenciando a quitosana como suporte mais efetivo.

- De acordo com as analises, em relacéo a turbidez, a quitosana se mostrou mais eficaz

independente do agente ativador. Ja o agente ativador genipina, reduziu em 40% 0s compostos
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fendlicos. Desta forma, levando em consideragdo todos os pardmetros, os sucos clarificados
utilizando a quitosana como suporte e o glutaraldeido como agente ativador, seria 0 mais eficaz
na clarificacdo do suco de laranja, preservando as caracteristicas fisico quimicas e as

propriedades nutricionais.

Outros parametros podem ser avaliados em trabalhos futuros, como por exemplo, 0 uso
de outros suportes e analise sensorial, j& que este € um fator importante para 0 consumidor,
além do valor calorico e quantidade de carboidratos. Outros sucos também podem ser avaliados
e comparados entre si, com o objetivo de obter um melhor resultado levando em consideracao
a triade sabor/aparéncia/qualidade nutricional. E importante salientar que somente o uso de
métodos analiticos, ndo é suficiente para analisar a qualidade do suco, uma vez que esses
métodos ndo sdo capazes de avaliar alteracbes que afetam a aceitacdo do produto pelo
consumidor, entretanto, do ponto de vista nutricional e visando a salide e bem estar, as analises

referidas neste estudo foram de muita relevancia e satisfatorias.
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