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Resumo

A macd é um dos frutos mais consumidos no Brasil e apresenta alto valor
nutricional. Esses frutos, quando ainda verdes, possuem grande quantidade de amido
que, durante a fase de maturacdo, tende a ser convertido em agucares. A fruta pode ser
consumida tanto in natura, como polpa, suco, e outros derivados. Devido ao seu baixo
custo e a seu alto valor nutricional, geralmente, o suco de macé € adicionado a outros
sucos para agregar nutrientes. Entretanto, ha algumas vezes a necessidade de colher a
maca antes de sua completa maturacdo, acarretando, assim, um excesso de amido no
suco, que € insolavel, causando um aumento de turbidez no mesmo e tornando o
processo mais demorado e caro. O processo do suco mais turvo necessita de maiores
filtracbes, aumentando, desta forma, a perda de algumas de suas propriedades
nutricionais. A maca possui outro composto que é responsavel pela formacdo de um
suco mais encorpado, a pectina. Esse composto forma um gel junto com o amido, que
dificulta a acdo de qualquer enzima para degradacdo deste. Por causa disso faz-se a
adicdo da pectinase, enzima responsavel por romper as ligacGes entre a pectina e o
amido e, em seguida, adiciona-se as enzimas que quebram o amido em compostos
menores e sollveis. Essas enzimas sdo uma alternativa para a inddstria poder utilizar as
macas antes da sua completa maturacdo, pois como sdo adicionadas em pequenas
quantidades e s6 durante o periodo de janeiro e fevereiro, 0 custo ndo é muito
significativo, fazendo assim com que se diminua a necessidade de muitas filtracdes e
preservando, assim, as propriedades nutricionais do suco. O objetivo desse trabalho é
desenvolver uma metodologia para avaliar a degradacdo enzimatica do amido do suco
de macd. Para tanto a metodologia adotada para esse procedimento tentou seguir as
etapas do processamento industrial do suco de macd; foram realizadas andlises dos
teores de aclcares (glicose e frutose), por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), e amido pelo método da descoloracdo do iodo (espectrofotometria).
Os resultados obtidos para essa metodologia apresentou excelentes resultados tanto na
confeccdo do suco como nas analises realizadas. Os resultados mostraram que a enzima
com uma maior concentracdo tem uma velocidade de degradacdo do amido superior,
mesmo adicionada em menor quantidade, fazendo com o processo seja muito mais
rapido para industria diminuindo o tempo de espera para a realizacdo das demais etapas.

viii



1. INTRODUCAO

Existem mais de 7500 espécies e variedades de macas espalhadas pelo mundo.
As diferentes espécies se encontram principalmente em climas temperados e
subtropicais, uma vez que, devido a necessidade de um numero importante de horas de
frio, as macieiras ndo florescem em areas tropicais. A macé pode ser considerada um
dos frutos ha mais tempo conhecido pelo homem. Com excecdo dos citricos, a maga € o
fruto que pode ser conservado durante mais tempo, mantendo boa parte de seu valor

nutricional.

O suco de maca é um produto muito utilizado associado a outros sucos, pois,
além de ser de barata obtencéo, ele tem elevado valor nutricional, é rico em compostos
fendlicos e em agUcares de facil digestdo (frutose e dextrose) e ndo altera a cor, a textura
e 0 sabor do produto final (GIRARDI, 2004).

Muitas pesquisas comprovam os beneficios do suco de maca - ou da maca - na
prevencdo de problemas cardiacos, na reducdo dos niveis de colesterol ruim no sangue
e, consequentemente, na diminui¢cdo dos riscos de infarto, na prevengdo de canceres
como o de mama e o de cdlon, no combate as doencas pulmonares, proporcionando uma
atividade respiratéria melhor e retardando o envelhecimento, alem de auxiliar em dietas

emagrecedoras.

No entanto, um dos problemas encontrados nesse suco esta relacionado com sua
fabricacdo. Quando ocorre a colheita do fruto antes que esse atinja o grau de maturagao
esperado, a maca apresenta uma quantidade maior de amido que ainda ndo foi
degradado a suas formas mais sollveis que sdo a glicose e a frutose, ocasionando uma
turbidez indesejada no suco. Outro problema encontrado é a grande quantidade de
pectina presente na macd que, juntamente com o amido, formam um tipo de gel
dificultando a acéo das enzimas que degradam o amido, as amilases. Para que este suco
possa ser vendido como um suco de qualidade, ou seja, tal como o suco produzido por
macas completamente maduras, pode-se fazer o uso de enzimas que quebram esse
amido degradando-o a frutose e glicose que sdo soltveis, diminuindo assim a turbidez e
0s gastos com a utilizagdo de processos de filtracdo que acabam retirando alguns

componentes importantes desse suco.

Enzimas sdo proteinas com formato espacial tipico cuja principal funcéo é a de

catalisar reagdes quimicas através do abaixamento da energia de ativacao, (energia que



a reacao necessita para que possa ocorrer), tornando assim a reacdo mais rapida. Sao
muito utilizadas para gerar produtos de custo muito elevado ou de dificil producéo. As
enzimas geralmente tém um pH e uma temperatura que resulta em uma melhor acgéo;

porém alguns valores de pH e temperatura podem levar a sua inativacdo ou degradacéo.

Dentro deste contexto, 0 objetivo desse trabalho é desenvolver uma metodologia
que permita a avaliacdo da eficacia de um determinado tipo de enzima para se
estabelecer a cinética da degradacdo enzimatica do amido insolUvel presente no suco de
maca. Para tanto, serdo utilizados duas enzimas, as amilases, responsaveis pela quebra
do amido com diferentes concentragcdes, combinadas com outra enzima, a pectinase,
responsavel pela quebra das ligacdes feitas entre 0 amido e a pectina para que as
amilases possam degradar o amido. A pectinase sera adicionada com um mesmo
volume para todas as amostras. Desta forma, as amostras serdo coletadas em tempos
pré-estabelecidos visando a determinacdo das curvas de degradacdo do amido em seus
acucares soluveis, glicose e frutose, bem como a variagdo da concentracao de amido no

Suco.

E importante salientar que o assunto deste trabalho surgiu a partir do interesse de
uma industria de suco de macds, que detectou elevada turbidez nos sucos produzidos no
inicio da safra e necessitava de um tratamento eficiente de clarificacdo deste suco, e do
interesse de um representante de enzimas que tentava encontrar a enzima apropriada

para sugerir a inddstria, a fim de promover sua clarificagéo.



2. CONCEITOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Maga
A macd é um dos frutos mais cultivados do mundo, com mais de 7500 espécies e
variedades. Em 2005, o Brasil estava na terceira posicdo como maior produtor de frutos
do mundo e apenas 0 13° na producdo de macé. A producéo se concentra na Regido Sul,
representando 98 % da producdo nacional. Em 1974 a producdo atingia apenas 1,53 mil
toneladas, que chegou em 2005 a uma producdo 843 mil toneladas (SANT’ANA, 2007).

Os cultivares mais produzidos no Brasil sdo os das variedades Fuji, Gala e
Golden Delicious, isso se deve as boas propriedades de refrigeracdo destas variedades,
permitindo que o mercado consumidor seja abastecido durante 0s meses subseqientes
ao final da colheita. As principais caracteristicas de cada um destes cultivares podem ser
observadas na Tabela 1 (TREPTOW, QUEIROZ e ANTUNES, 1995 apud
SANT ANA, 2007).

Tabela 1: Caracteristicas das cultivares Fuji, Gala e Golden Delicious (TREPTOW, QUEIROZ e
ANTUNES, 1995 apud SANT ANA, 2007).

Variedade % de &cido malico Teor de sélidos soltveis (°Brix) pH
Fuji 0,34 12,86 3,58

Gala 0,29 16,73 3,75
Golden Delicious 0,21 13,76 3,81

Para fins industriais, as macas podem ser classificadas em funcdo da razéo entre
0s acUcares totais e a acidez titulavel dos frutos; quanto mais baixa esta razao, mais
adequada a variedade passa a ser ao uso industrial (TREPTOW, QUEIROZ e
ANTUNES, 1995 apud SANT ANA, 2007).

A macéa tem um elevado valor nutricional e varios componentes que auxiliam em
diversas funcdes do organismo. Ela possui quantidades minimas de gordura e aclcares
de facil digestdo, como a glicose e a frutose. E um alimento importantissimo porque
ajuda na regularizacao do aparelho digestivo; pesquisas recentes concluiram que a maca
tem uma acdo benéfica sobre o coracdo, pois apresenta um elevado ter de potassio e
pectina, substancia que, juntamente com os acUcares, forma um gel que previne a
deposicdo de gordura na parede arterial, evitando a arteriosclerose. Observou-se
também que a maca auxilia a circulagdo sanguinea, reduzindo o trabalho cardiaco e
outras funcbes do organismo. As macds contém os minerais: calcio, ferro, magnésio,

fosforo, potéssio, sédio, zinco, cobre, manganés e selénio e as vitaminas: A, B1, B2, B3,



B5, B6, B9, B12, C e E, essenciais para o organismo do ser humano. A composic¢ao

média aproximada das macas (por 100 g de fruto) pode ser observada na Tabela 2 (DFL,

1991).

Tabela 2: Composicéo tipica da magé (por 100 g de fruto) (DFL, 1991).

Componentes

Agua 85,3 g

Proteina 0,3 g
Lipidios 0,4 g
Carboidratos 11,8 g
Acidos organicos 0,6 g
Fibras 2,3 g

Minerais 0,3 g

Minerais

Sédio 3 mg
Potassio 145 mg
Magnésio 6 mg
Célcio 7 mg
Manganés 65 g
Ferro 480 ug
Cobre 100 pg
Zinco 120 ug
Fésforo 12 mg
Cloro 2 mg
Fluor 7 ug

lodo 2 pg
Selénio 1-6 pg

Vitaminas

Caroteno 45 ug
Vitamina E 490 pg
Vitamina K 0-5 ug
Vitamina B1 35 pg
Vitamina B2 30 ug
Nicotinamida 300 pg
Ac. Pantoténico 100 pg
Vitamina B6 45 pg
Biotina 1-8 ug
Acido Félico 7 ug
Vitamina C 12 mg

Amino 4cidos
Arg 8 mg

His 6 mg

lle 10 mg

Leu 16 mg
Lys 15 mg
Met 3 mg

Phe 9 mg

Thr 8 mg
Trp2mg

Tyr5mg
Val 12 mg

Carboidratos
Glicose 2210 mg
Frutose 6040 mg
Sacarose 2470 mg
Amido 600 mg
Sorbitol 510 mg

Lipidios

Ac. Palmitico 50 mg
Ac. Estearico 10 mg
Ac. Oleico 20 mg
Ac. Linoleico 20 mg

Outros

Ac. Malico 550 mg
Ac. Citrico 16 mg
Ac. Oxalico 500 pg
Ac. Salicilico 310 pg
Purinas 3 mg

De acordo com a finalidade dos frutos, as macds podem ser classificadas em

comerciais ou industriais. As magas comerciais séo cultivadas com o intuito de serem

consumidas frescas e, portanto, devem atender a padres rigidos de qualidade

relacionados, principalmente a cor, ao tamanho e a presenca de defeitos nos frutos. As

macas industriais sdo aquelas que ndo poderiam ser aproveitadas na categoria

comercial; esses frutos, entretanto, mantém suas qualidades intrinsecas relacionadas ao

teor de acucar, &cidos e de compostos fendlicos e, por isso, sdo podendo ser

interessantes para o uso industrial (fabricacdo de suco, vinagre, sidra, entre outros

produtos derivados da maca).



O mercado de sucos de frutas prontos para beber vem apresentando crescimento
no pais; o aumento do consumo destes produtos se deve a busca por alimentos mais

saudaveis e ao aumento do poder aquisitivo da populacao.

A magd é uma das frutas que oferecem as mais promissoras perspectivas para a
producdo de sucos de frutas, uma vez que apresenta caracteristicas favoraveis para tal,
sendo fonte de diversos componentes benéficos a sadde humana, tais como 0s

antioxidantes.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
suco de maca pode ser definido como a bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da
parte comestivel da maca (Malus domestica), através de processo tecnolégico adequado.
A bebida deve possuir cor branca a translucida, sabor e aroma proprio e a seguinte
composicédo fisico-quimica: teor de solidos soltveis (°Brix, a 20 °C) minimo de 10,5,
acidez total expressa em acido malico minima de 0,15 g / 100 g, acucares totais naturais
da macd maxima de 13,5 g / 100 g e acidez volatil em &cido acético maxima de 0,04 g /
100g (BRASIL, 2000). A seguir, apresenta-se uma descri¢do do processo produtivo do

suco de maca.

2.2. Processo de fabricacéo

O suco de maca pode ser obtido de duas maneiras: de magas recém processadas
ou de suco concentrado até o teor de s6lidos sollveis desejados. E apresentado na
Figura 1 o processo de fabricacdo do suco onde observa-se que as primeiras etapas do
processo consistem na colheita, transporte e estocagem das frutas; as macas sao colhidas
manualmente e transportadas em caixas para seu destino final, seja ele armazenagem ou
indUstria para o processamento. A estocagem deve ser realizada com um tempo maximo
de 18 h apos a colheita. Antes do armazenamento sao utilizados produtos antioxidantes,
para prevenir problemas fisioldgicos, e fungicidas, para prevenir o crescimento de

bolores.

Apos a estocagem, as frutas sdo levadas para a industria onde os frutos sdo
lavados a fim de remover as partes apodrecidas e sujeiras mais aderidas. As frutas
apodrecidas podem ser totalmente descartadas ou cortadas, sendo aproveitada somente a
parte que esta em boas condi¢cdes. Antes da prensagem, as frutas sdo trituradas para
reduzir o tamanho e assim facilitar a prensagem. Apo0s esta etapa, € comum a utilizagdo

de &cido ascorbico para prevenir o escurecimento enzimatico.
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Figura 1 Fluxograma do processo de fabricagdo de suco de macd (SANT ANA, 2007).

A etapa de clarificacdo é uma etapa fundamental na fabricacdo do suco de maca
devido a turbidez existente no suco em funcdo de alguns dos constituintes do mesmo.
Segundo PETRUS (1997) a turbidez no suco pode ser de trés tipos: (a) organica, em
funcdo da presenca da pectina, do amido, dos polifendis, das proteinas, dos
microrganismos, entre outros, (b) organica-inorganica, devido a combinagdes tais como
metais-polifendis, metais-componetes de cor, cobre-proteina, entre outras, e (c)
inorgénica, devido a presenca da terra diatomacea ou outro coadjuvante de filtracdo, a

presenca de fosfatos e a presenca de particulas amorfas.

O suco de maca pode ser clarificado por diferentes processos, que se dividem em

processos fisicos (decantacdo, centrifugacdo e filtracdo), quimicos (agentes de



refinamento como terra diatomacea e gelatina) e bioquimicos (utilizando enzimas como
as pectinases, as amilases, celulases e arabanases) (PETRUS, 1997). O processo
bioquimico inclui o tratamento enzimatico de despectinizacdo e o acabamento que
consiste na retirada dos compostos que deixam a aparéncia do suco afetada. As enzimas
sdo adicionas com o objetivo de quebrar parcial ou totalmente as particulas insolUveis

que sao as responsaveis pela turbidez do suco.

A seguir os principais componentes do suco de maca serdo apresentados mais

detalhadamente.

2.3. Carboidratos

Os carboidratos s&o um dos componentes mais abundantes na natureza e podem
ser obtidos de varias fontes renovaveis. Desempenha um papel importante como fontes
de energia, armazenadores de energia e unidades estruturais das células. Por terem uma
combustdo bioquimica completa, possuem uma energia metabolizavel igual a energia
total (AELHE, 2007).

Os carboidratos podem ser definidos como: poliidroxialdeidos, poliidroxialcoois,
poliidroxiacidos. Assim seus compostos simples ou derivados séo classificados como:
monossacarideos (dentre os quais a glicose, a frutose e a galactose sdo 0s mais comuns),
oligossacarideos (onde a maltose, a sacarose e lactose sdo 0s mais comuns, sendo que
cada oligossacarideo pode gerar de dois a dez monossacarideos) e os polissacarideos

(amido, glicogénio e celulose).

2.4. Amido

O amido é um polissacarideo que funciona como uma fonte de energia para as
plantas e também utilizado na dieta do ser humano como fonte priméria de energia. O
principal motivo para que as plantas convertam o aclcar em amido € que o amido,
diferente do agucar, é insolivel em agua a temperatura ambiente, ndo provocando assim
um desbalango osmético que ocorreria se grandes quantidades de acgUcar fossem
armazenadas. Essa insolubilidade deve-se as pontes de hidrogénio inter e intramolecular

entre os grupos hidroxil das moléculas de amido e de agua.

O amido consiste de dois polissacarideos estruturalmente diferentes: a amilose e
a amilopectina. Estes componentes sdo responsaveis pelas propriedades do amido, em

funcdo da sua estrutura e de sua massa molar. A fracdo de amilose, dependendo do tipo



de amido, varia entre 14 e 27 % e esta se constitui de uma cadeia linear; a amilopectina
apresenta, por sua vez, uma estrutura ramificada. O amido nativo contém, ainda, em
torno de 20 % de agua (ROUETTE, 2001).

2.4.1. Glicose

A glicose € um monossacarideo de rapida digestdo, sendo uma das substancias
mais importantes da biologia por ser utilizada pelas células como fonte de energia e
intermediario metabolico. Sua formula molecular é C¢H1206 € € um sélido de sabor

adocicado.

2.4.2. Frutose

A frutose, assim como a glicose, também é um monossacarideo e & mais
encontrado nas frutas. Sua féormula molecular é C¢H120g € tem um sabor mais doce do

que a sacarose que é o agucar refinada da cana-de-agUcar.

2.4.3. Maltose

A maltose é a unido de duas ou mais moléculas de glicose. O amido, ao ser
degradado, passa primeiramente a forma de maltose para depois chegar a forma mais
simples que é a glicose. A maltose é encontrada principalmente em vegetais e tem
funcio energética. E bastante solivel em &gua é também conhecida como agticar do

malte ou maltobiose.

2.5. Pectina

Pectina é um dos principais componentes que constituem as paredes celulares
das plantas e dos frutos e também principal componente da lamela média que tem a
funcdo de unir as células entre si, € um polissacarideos ramificado que tem como funcao
reter agua a fim de tornar o meio ao seu redor gelatinizado. Em temperaturas um pouco
acima da temperatura ambiente ela tende a se ligar com os agucares formando um

espessante natural utilizado na industria alimenticia para formar sucos mais encorpados.

O processamento das macgas exige a manutencdo da polpa a uma temperatura
média em torno de 50°C, e nessa condicéo, a pectina se liga ao aclcar presente no suco
formando um meio mais gel e dificultando a a¢do das amilases. A adi¢éo da pectinase se

faz necessaria para quebra essa ligacéo entre aclcar e pectina permitindo que o amido



seja degradado pela amilase. A estrutura da pectina pode ser observada a seguir, na

Figura 2.
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Figura 2 Estrutura da pectina (4cido poligalacturdnico).
2.6. Enzimas

No final do século XVII e inicio do século XVIII sabia-se que o amido era
convertido a agucares; no entanto, ndo era conhecida, a razdo dessa quebra. As enzimas
foram descobertas por Pasteur, através dos estudos da fermentacdo do alcool pelas
leveduras. O nome “enzima” foi usado pela primeira vez por Wilhem Kihne, em 1876

para descrever a atividade enzimatica (AEHLE, 2004).

Enzimas sdo proteinas com atividade intra ou extracelular que catalisam reac6es
quimicas que, sem a sua presenca, dificilmente aconteceriam. Isso é obtido através da
diminuicdo da energia de ativagcdo necessaria para que ocorra a reagdo quimica,
resultando no aumento da velocidade da reacdo. A capacidade catalitica das enzimas
torna-as adequadas para diversas aplicagdes industriais, tais como na industria
farmacéutica e/ou alimenticia (ROUETTE, 2001).

Algumas enzimas podem alterar algumas caracteristicas dos produtos que sdo
importantes e, por isso, elas devem ser inativadas, podendo ser desnaturadas de vérias
maneiras, sendo a principal delas através da aplicacdo do calor; para tanto, temperaturas
entre 70 °C a 90 °C, durante dois a cinco minutos sdo suficientes na maioria dos casos.
Esse procedimento € largamente utilizado na industria, recebendo o nome de

branqueamento térmico.

No processamento de produtos derivados da macd, duas enzimas sdo de vital
importancia, a amilase e a pectinase; estas enzimas sdo capazes de degradar a pectina
facilitando a extracdo dos compostos fendlicos, sem perturbar o grupo éster que é
responsavel pelo aroma especifico do suco; além disso, estas enzimas ndo levam a
formacéo de compostos toxicos (TARAGANO e PILOSOF, 1999).



Na produgdo de sucos, as enzimas pectinoliticas sdo utilizadas logo ap6s a
trituracdo do fruto a fim de facilitar a extragdo do suco. Essas enzimas rompem a rede
da parede celular e o rendimento do suco é aumentado. Além disso, a extracdo dos
compostos fendlicos da parede celular é potencializado pelo tratamento enzimatico.
Comercialmente, existem varios preparados enzimaticos para 0 processamento de
frutas, sendo que a maioria destes produtos contém pectinases, celulases e
hemicelulases em varias proporcdes (SPAGNA et al., 1994). Além destas enzimas,
alguns preparados apresentam em sua formulacdo enzimas de acdo exdgena que afetam
a quimica dos glicosideos fenodlicos extraidos (BUCHERT et al., 2005). Vérios estudos
reportam o uso de preparados enzimaticos para a fabricacdo de sucos como o de oxicoco
(WIGHTMAN e WROLSTAD, 1996), macd (ALVAREZ et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2006), pera (TANRIOVEN e EKSI, 2005), sapoti (SIN et al., 2006), banana (LEE et
al., 2006a; b), carambola (LIEW ABDULLAH et al., 2007), cereja e roma (OZKAN,
2002), groselha preta (LANDBO e MEYER, 2004), sabugueiro (LANDBO et al., 2007)
e uva (SREENATH e SANTHANAM, 1992).

CARRIN et al. (2002) estudaram a influéncia da concentracdo de substrato e de
uma enzima comercial (amilase) na cinética de degradacdo do amido de milho;
avaliaram também o efeito do pH e da adicdo de fons Ca?* na atividade da enzima
estudada. A reacdo de degradacéo foi realizada a 50 °C e o pH variou entre 3,6 e 5,6. As
solucdes de amido continham concentracdes entre 2,48 e 14,85 mg/mL de substrato. Os
autores observaram que a degradacdo do amido aumentou com o aumento da
concentracdo da enzima entre 0 e 4 mg/mL, ndo sendo detectada a atividade enzimética
na concentracdo de 0,1 mg/mL, mas ndo atingindo-se, também, a atividade de saturacéo
na concentracdo maxima testada. O pH 6timo para a enzima estudada mostrou-se no
valor de 4,6 e a adigdo dos ins Ca** causou uma diminuigdo significativa na atividade
desta. Os autores conseguiram propor, com sucesso, um modelo empirico capaz de
prever a taxa de hidrdlise do amido em funcdo da concentragcdo de substrato e enzima

adicionada a reacao.

CARRIN et al. (2004) quantificaram, através do método iodométrico, os teores
de amidos soltvel e insoltvel do suco de maca preparados com frutos de diferentes
graus de maturagdo. Para tanto, macéds foram coletadas 15 dias antes da data prevista
para a coleta e armazenadas a temperatura ambiente por diferentes periodos de tempo: 1

semana (Al) e trés semanas (A3). Os sucos preparados foram pasteurizados a 90 °C por
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5 min e, no tratamento enzimatico, duas enzimas comerciais diferentes foram utilizadas
(amilases), em diferentes concentracdes, durante até 30 min Antes da pasteurizacdo o
suco de maca apresentava uma concentragdo mais elevada de amidos soluveis (0,51
g/L) e insoluveis (7,68 g/L); essa concentragdo reduziu-se drasticamente com a
pasteurizacdo e o amadurecimento dos frutos: os teores de amido soltvel e insoltvel dos
sucos preparados com os frutos Al foram de 0,1 g/L e 2,47 g/L, enquanto que o método
utilizado para a quantificacdo do amido nédo foi capaz de detectar nada de amido soltvel
nem insolGvel no suco preparado com as magds A3. A cinética de degradacdo do amido
com as enzimas testadas mostrou a rapida conversdo deste: em menos de 30 min

praticamente todo o amido contido no suco era degradado pelas enzimas testadas.

MANTOVANI et al. (2005) avaliaram a atividade enzimética de enzimas
pécticas produzidas a partir de fungos selecionados na clarificagdo de diferentes tipos de
sucos de frutas. As enzimas obtidas na sua forma natural mostraram-se eficientes na
clarificacdo do suco de maca; enzimas parcialmente purificadas também foram testadas

e se mostraram promissoras na clarificacdo dos diferentes sucos de frutas estudados.

SORRIVAS et al. (2006) avaliaram a utilizacdo de duas enzimas comerciais
(pectinase e amilase) na diminuicdo da turbidez do suco de macd através de diferentes
técnicas de microscopia, em funcdo da avaliacdo do tamanho de particula e da
determinacédo do potencial zeta em cada caso estudado. O objetivo dos autores era obter
mais informacdes a respeito dos fendmenos que governam a formacédo das particulas
coloidais estaveis, responsaveis pela turbidez no suco de maca, e de que forma as
enzimas especificas contribuem para a desestabilizacdo destes coloides. O estudo
revelou que o papel da enzima pectinase durante a clarificacdo esta mais associado ao
aumento da mobilidade das particulas, em funcdo da desintegracdo das ligacdes

peptidicas, do que & diminuicao das forcas de repulsdo eletrostatica entre elas.

DIANO et al. (2008) avaliaram o comportamento catalitico de uma mistura de
enzimas pécticas, imobilizadas por diferentes suportes (microesferas de vidro, de nylone
de poliacrilonitrila (PAN), na clarificacdo do suco de maca. Os autores comprovaram
como o melhor sistema catalitico dentre os testados as microesferas de PAN e
avaliaram, a seguir, qual processo utilizar, um sistema de leito empacotado ou
fluidizado. As condigdes testadas foram as seguintes: pH = 4, temperatura de 50 °C e 20
cm?® de material suporte (PAN). Os autores ndo observaram diferencas entre os dois

processos quando baixas taxas de recirculagdo foram utilizadas; entretanto, o tempo
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necessario para a hidrélise completa foi 25 % menor no reator de leito fluidizado

quando altas taxas de recirculacao foram utilizadas.

YANGA et al. (2011) estudaram uma enzima alternativa para a clarificacdo do
suco de macgd. A enzima foi obtida a partir da clonagem de um gene de um fungo
acidofilico e utilizando como suporte catalitico uma glico-hidrolase. Os autores
observaram uma atividade enzimatica maxima desta enzima em pH 3,5 e a 50 °C,
mostrando ainda uma boa estabilidade na faixa de pH entre 2 e 7. Quando utilizada no
tratamento do suco de magd na concentragdo de 10 U/mL, a enzima diminuiu a
viscosidade intrinseca do suco e aumentou o grau de clarificacdo, quando comparada a

uma enzima (pectinase) comercial, mostrando-se promissora para a industria de sucos.

2.6.1. Amilase

A amilase é uma enzima que atua diretamente nas moléculas de amido,
transformando-as em moléculas de menores tamanho. Existem dois tipos importantes de
amilases, as alfa-amilases e as beta-amilases. A alfa-amilase é responsavel por fornecer
uma mistura de substancias chamadas de dextrinas, ja a beta-amilase hidrolisa 0 amido

formando a maltose. A Figura 3 mostra onde essas duas enzimas agem no amido.

CH,OH CH,OH CHOH

B - amilase

amilose

o — amilase

Figura 3 Acdo das amilases em moléculas de amilose e amilopectina.(GAVA,1978).

2.6.2. Enzimas Pécticas

As enzimas pécticas sdo de bastante utilizacdo na inddstria de alimentos por
facilitar a filtracdo e clarificacdo de sucos. Essas enzimas sdo indesejaveis quando se
quer uma solucdo mais consistente. Podemos encontrar trés enzimas pécticas de maior
importancia: pectinesterase, poligalacturonase e pectina-transeliminase. A acdo da

pectinesterase (PE) e poligalacturonase (PG) esta representada na Figura 4.
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Figura 4 Posi¢des de ataque de pectinesterase e poligalacturonase na pectina (GAVA,1978).

Outros trabalhos estudam, ainda, outros tipos de tratamento para a clarificagdo
do suco de macgd, que ndo o tratamento enzimatico. Alguns destes trabalhos séo

apresentados a seguir.

TULEK et al. (2006) avaliaram o efeito de oito diferentes métodos de tratamento
do suco de macd nos teores de &cido fumarico (FA) e hidroximetilfurfural (HMF)
resultantes no suco, bem como na coloragéo e na clarificagdo do mesmo. Os tratamentos
estudados foram a ultrafiltracdo (1), a utilizacdo dos adsorventes charcoal (AC) (2) e a
polivinilpolipirolidona (PVPP) (3), a utilizacdo de gelatina juntamente com o composto
bentonite (4), a juncéo dos tratamentos (4) e (1) (5), a juncdo dos tratamentos (4) e (2)
(6), a juncédo dos tratamentos (4) e (3) (7) e a utilizacdo do tratamento (4) juntamente
com terra diatomacea (8). Os autores observaram que a concentracdo de FA e HMF no
suco clarificado diminuiu com o aumento da concentracdo de AC e PVPP. Os
tratamentos que se mostraram mais eficientes na reducdo destes compostos foram o
tratamento (6) e (7); para a clarificacdo do suco, entretanto, apenas 0s processos (5), (6)

e (8) se mostraram eficientes.

A maioria dos trabalhos que estudam a utilizacdo de membranas de ultrafiltracdo
para a clarificacdo do suco de macas envolve a utilizagdo de enzimas antes do processo
de filtracdo a fim de obter um fluxo permeado mais adequado; HEA e SHUNXIN LI
(2007) propuseram um processo alternativo de clarificacdo, usando membranas de
ultrafiltracdo, mas sem a utilizacdo de enzimas e nem mesmo a pasteurizacdo prévia
deste suco. Os autores utilizaram uma membrana de mddulo placa e quadro, com massa
molar de corte de 50 kDa, com a solucdo de alimentacdo na temperatura de 40-50 °C,
variando a pressao de operacdo entre 1 e 3 bar e velocidade de escoamento entre 1,5 e
2,5 m/s. Os autores observaram que o tratamento enzimatico e a pasteurizacao prévia ao
uso das membranas exerce profunda influéncia no fluxo permeado obtido. As condig¢des

operacionais mais eficientes para a clarificacdo do suco foram as seguintes: presséo
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transmembrana de 2 bar, velocidade de alimentacdo de 2,5 m/s e temperatura de 50 °C.
Em testes longos de ultrafiltracdo, sem o prévio tratamento enzimatico e pasteurizacgéo,

foram obtidos fluxos permeados da ordem de 120 L/mz.h.

ARAYA-FARIAS et al. (2008) avaliaram a utilizagdo da técnica de
eletroflotacdo como uma alternativa para a clarificacdo de sucos de maca. Para tanto,
diferentes densidades de correntes foram testadas (10, 20 e 40 mA/cm?), com e sem a
adicdo de gelatina como agente auxiliar da clarificacdo (200 mg/L). Apos os testes
iniciais, os autores fixaram a densidade de corrente em 20 mA/cm? e avaliaram a
concentracdo de gelatina adicionada, entre 0 e 200 mg/L. Os autores observaram que a
eletroflotacdo s6 se mostrou eficiente na clarificagdo do suco quando enzimas
(pectinases) eram utilizadas como um pré-tratamento. A utilizacdo da gelatina como
agente auxiliar da clarificagcdo, entretanto, mostrou bons resultados junto com o
processo de eletroflotacdo; quanto maior a concentracdo de gelatina adicionada,
melhores foram os resultados obtidos.

RUNGSARDTHONG et al. (2006) estudaram um processo diferente de
clarificacdo do suco de macd, utilizando como agente clarificante, a quitosana, um
composto largamente utilizado industrialmente. Comparou-se a eficiéncia na hidrolise
do amido utilizando uma quitosana extraida de um fungo com uma quitosana comercial,
extraida do camardo. As reacOes de hidrolise foram realizadas nas temperaturas de 30,
35 e 40 °C, com concentracdes de quitosana de 0,1, 0,5, 0,7 e 1,0 ¢g/L; a maxima
clarificagdo do suco foi obtida na temperatura de 40 °C, com 0,7 g/L de quitosana. A
quitosana extraida do fungo se mostrou mais efetiva na reducdo da turbidez do suco de

maca do que a quitosana comercial.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo é apresentada a metodologia empregada para determinacdo da
cinética da degradacdo do amido, bem como os equipamentos utilizados, as etapas do

processo de fabricacdo do suco e os métodos analiticos para determinacéo dos agucares.

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios LATEPA (Laboratdrio de
Tecnologia e Processos em Alimentos) e LASEM (Laboratorio de Separacdo por
Membranas) e na Central Analitica situados no Departamento de Engenharia Quimica

desta Universidade.
3.1. Materiais

As macas utilizadas nos experimentos eram da variedade Fuji por ser abundante
em nosso estado nessa época do ano. Com a finalidade de reduzir o erro experimental,
as macéas foram adquiridas de um mesmo fornecedor em comércio local e escolhidas de

forma a apresentarem tonalidade (grau de maturacéo) e tamanho semelhantes.

As enzimas, amilase (Novozyme® AG 300 L e Novozyme® AG XXL) e
pectinase (Novozyme® 33095) , sdo preparados comerciais (amilases) e foram obtidas
da Novozymes S/A® (Bagsvaerd, Dinamarca). Essas enzimas sdo ativas em uma
temperatura entre 15-55 °C e para uma faixa de pH de 2,8 - 4,5. As aliquotas da enzima
foram diluidas 100 vezes com &gua destilada (como recomendado pelo fabricante).

Os padrdes de frutose, glicose, maltose foram obtidos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA) e o amido de trigo foi cedido pela SOLAE Company (Esteio, RS).
Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza para analise.
3.2. Métodos

a) Preparo da amostra
O processo de obtencdo do suco seguiu conforme o fluxograma apresentado na

Figura 5. Cada etapa deste fluxograma sera explicada melhor a seguir.

- ™

Desintegracdo do fruto e prensagem
o
‘\/
Tratamento térmico e resfriamento

~

Tratamento enzimatico e acabamento

Figura 5 Fluxograma do processo de obtencdo das amostras.
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Desintegracdo do fruto e prensagem: como operagdo preliminar a desintegracao

dos frutos, as macas foram sanitizadas com uma solucdo de NaOCI (Hipoclorito de
Sédio) a 0,01% a fim de evitar a contaminacdo do suco com qualquer microrganismo
presente na casca da macgd ou com pesticidas utilizado na plantagdo. Depois de
higienizadas as magas foram cortadas manualmente em cubos, desintegradas com o
auxilio de um mixer (Ultra mixer, Britania, Brasil) e prensadas manualmente com o
auxilio de um saco de malha fina (inferior a 1 mm). O suco resultante foi armazenado
congelado até o momento das andlises e 0 bagago resultante foi armazenado para
estudos posteriores.

Tratamento Térmico e Resfriamento: o suco a ser utilizado nos testes passou por

um tratamento térmico, conforme sugerido pelo fabricante das enzimas, em micro-ondas
(Micro-ondas 17 Litros ME18S, Eletrolux) durante 6 minutos em poténcia maxima a
fim de inativar microrganismos que pudessem intervir na acdo das enzimas estudadas.
Ap0s esse aquecimento a solucao foi resfriada em banho de gelo para que se alcangasse
a temperatura ambiente o mais rapido possivel evitando a degradacdo de nutrientes e a

formacdo de compostos indesejaveis.

Tratamento Enzimatico e acabamento: para o tratamento enzimatico foi

utilizado um banho tipo Dubnoff (Quimis, Q226M, Diadema/SP, Brasil) com agitacdo
para manter a temperatura do mosto em 50+2 °C. Essa temperatura foi escolhida para
ser o suficientemente alta, a fim de evitar a proliferacdo microbiana e ndo ultrapassar a
temperatura de inativagdo da enzima. Foram adicionadas duas enzimas, a AG 300 L e a
AG XXL nas concentracGes explicitadas na Tabela 3. O tratamento enzimatico seguiu,
também, as recomendacdes do fabricante das enzimas. Apos o tratamento enzimatico, as
amostras foram filtradas e armazenadas a -18+2 °C até o momento das analises. A
Figura 6 mostra uma fotografia o banho térmico com agitacdo que foram submetidas as

amostras com as enzimas adicionadas.
Tabela 3: Concentragdes das enzimas AG300 L e AG XXL adicionadas em cada experimento.

Enzimas | Concentracdes (ppm)

AG300L |10 20 30
AG XXL |5 10 15
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Figura 6 Shaker com as amostras e enzimas.

Para determinar o rendimento percentual do suco, calculou-se a razdo entre a
massa de suco em gramas (Msuco) e a massa de frutos em gramas (Mfruto) como

mostra a Equagéo 1.

Rendimento (%) = 7= X 100 (1)

fruto

b) Planejamento dos Experimentos

Foram realizadas 6 experimentos, retirando-se 10 amostras em cada um. A fim
de evitar a contaminacao do suco, cada amostra foi separada em um erlemeyer contendo
50 mL de suco e adicionado um quantidade de enzimas (pectinase — 33095 e amilase —
AG 330L e AG XXL). Essas amostras foram retiradas em tempos pré-determinados, em
um total de 3 horas, conforme a Tabela 4. A seguir, e submetidas ao congelamento logo
em seguida para diminuir a atividade enzimatica até sua completa inativacdo. As
amostras retiradas foram separadas em duas partes: a primeira foi analisada com o
HPLC para determinacdo da quantidade de agucar e, a segunda parte foi analisada pelo

método proposto por CARRIM (2004) para determinac&o da quantidade de amido.

Como o objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia a ser utilizada em
magas antes de sua completa maturacdo, uma batelada de experimentos extras foi
realizada. Nestes experimentos, foi adicionado amido de batata no momento da
confeccdo do mosto, a fim de deixar-lo esse mosto com uma quantidade maior de amido

tentando simular uma maca que tivesse sido colhida antes de sua total maturacao.
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Tabela 4. Tempo de retirada das amostras para cada concentragéo de enzimas.

Enzima - Concentracéo Tempo (min)
AG 300 L - 10 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180
AG 300 L - 20 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180

AG 300 L - 30 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180
AG XXL -5 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180
AG XXL - 10 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180
AG XXL - 15 ppm 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180

Todas as etapas realizadas descritas no fluxograma da Figura 6 foram adotas
nesse experimento variando o tempo e a enzima utilizada. As retiradas das amostras se
procederam ao longo de 20 h. O objetivo era confeccionar um grafico que mostrasse o
trabalho enzimatico por um periodo de tempo mais longo. A Tabela 5 mostra os tempos

para cada concentracdo das enzimas utilizadas.

Tabela 5: Tempo de retirada das amostras para cada concentracdo de enzimas.

Enzima — Conc. Tempo (min)

AG300L-20ppm (0O 30 70 120 160 190 220 270 340 390 440 480 1090 1150 1200
AG XXL-10ppm (0 30 70 120 160 190 220 270 340 390 440 480 1090 1150 1200

c) Analise de Acgucares

Para determinagdo da maltose, isomaltose, frutose e glicose utilizou-se a
cromatografia em fase liquida, HPLC (High Performance Liquid Chromatography). O
Cromatodgrafo utilizado foi o da empresa PerkinElmer modeleo Series 200, com
aquecedor também da PerkimEImer modelo Series 200 e com detector de indice de
refracdo também da PerkinElmer modelo Series 200. A coluna utilizada foi a Rezex
RHM Monossacaride e a pre-coluna Holder KJO-4282, ambas da marca Phenomenex.

A vazdo da fase mével foi de 0,60 mL min™ e a temperatura da coluna de 80 °C.

Para a fase movel utilizou-se a &gua Milli-Q (dgua mais pura que a deionizada e
a destilada). O tempo aproximado de reten¢do da maltose e da isomaltose sdo de 8,22 +
0,23 min, da glicose é de 10,00 + 0,3 min e da frutose de 10,80 + 0,37 min.

Para realizacdo dessas andlises foi realizado a diluicdo da amostra, pois ela
apresentava uma concentracdo tal que ultrapassava o limite detectado pelo HPLC.

Todas as amostras foram diluidas na propor¢do de 5 volumes de &4gua para um volume
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da solucdo. Para que as andlises fossem mais precisas, foi realizado o processo de

hidrolise em todas as amostras por uma hora em banho de 4gua a 100 °C.

d) Analise de Amido

Para a determinacdo do teor de amido das amostras de suco, utilizou-se a
metodologia proposta por CARRIN et al. (2004), porém, foi utilizado o amido de trigo
ao invés do amido de milho para a determinagéo da curva padrdo. A curva de calibracdo
para o amido foi realizada utilizando espectrofotdmetro UV1600 (Pro-analise, Brasil)
no comprimento de onda de 615 nm. A solucéo de amido foi preparada com a adi¢do de
2 M de Hidréxido de Sédio (NaOH) e o mesmo volume de &cido cloridrico (HCI) 2 M.
Essa solucdo foi aquecida até que estivesse totalmente clarificada e posteriormente
filtrada. A solucdo final ficou com pH em torno de 4,6. Foi preparado também uma
solucdo tampé&o de &cido acético com acetato de sddio com pH 4,6 para que pudesse ser
feitas as diluigdes da solugéo de amido, em duplicata, em diferentes concentragdes para
producédo da curva de calibragdo. Para que fosse possivel analisar a concentracdo de
amido foi preparado uma solucéo de Lugol que utiliza 1 % iodo (I,) e 2 % iodeto de

potassio (KI), que deixa uma coloragdo azul-violeta quando em contato com o amido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes sdo apresentados em trés secdes: primeiramente sdo
apresentados os resultados obtidos para o preparo dos sucos; posteriormente, as curvas
de calibracdo de glicose, frutose e amido, os resultados obtidos para os experimentos

com suco in natura e, por fim, os resultados obtidos para o suco adicionado de amido.

4.1. Preparacéo dos sucos

Os resultados obtidos para o rendimento da producdo do suco manualmente
foram de aproximadamente 80 % de suco, sendo um valor acima do esperado pela
técnica empregada. Os valores encontrados para rendimento de extracdo foram
superiores daqueles descritos por AL-MASHAT e ZURITZ (1993) e VICENZI (2001)

gue encontraram valores de rendimento inferiores a 60 %.

4.2. Curvas de calibracéo

O método para a determinagdo das curvas de calibracdo baseou-se na
padronizacdo externa que compara a area ou absorbancia da substancia a ser
quantificada na amostra com as areas ou absorbancias obtidas com solucdes de
concentracfes conhecidas preparadas a partir de um padrdo. Foram preparadas solucdes
da substancia a ser quantificada (glicose, frutose e amido) em diversas concentragoes;
obtém-se no cromatografo areas correspondentes ou, no espectrofotbmetro,
absorbancias que sdo relacionadas graficamente com as concentragdes. Utilizando este
gréfico ou a equacdo da curva resultante, pdde-se entdo calcular a concentracdo desta

substéncia na amostra.

4.2.1. Andlise do Teor de Acucares

Foram realizadas curvas de calibracdo no HPLC para relacionar a area do pico a
concentracdo. Na Tabela 6 estdo apresentadas as médias das areas dos picos de cada
acucar (glicose e frutose) em relacdo a sua concentragdo. Nas Figuras 7 e 8 estdo
apresentados os gréficos da curva de calibracdo para a glicose (R* = 0,9977) e frutose

(R? = 0,9964), respectivamente.
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Tabela 6: Médias das areas dos picos de cada aglcar (glicose e frutose) em relagéo a sua concentragéo.

Concentragéo (g/L) Area da Glicose (uV.s) Area da Frutose (uV.s)
0,4 2,588x10% 2,458 x10%
1,0 6,305 x10% 6,083 x10%
2,0 1,263 x10% 1,215 x10%
3,0 1,889 x10% 1,821 x10%
4,0 2,362 x10% 2,263 x10%

Concentracao (g/L)

Figura 7 Gréafico da curva de calibracéo da glicose.

Area (uV)

0,00 100 2,00 300 400 500 6,00
Concentracao (g/L)
Figura 8 Gréfico da curva de calibragdo da frutose.

4.2.1. Andlise do Teor de Amido

Para a elaboracdo da curva de calibragdo do amido fez-se uso do
espectrofotdbmetro com um comprimento de onda de 615 nm, segundo metodologia
proposta por CARRIN et al. (2004). Os dados utilizados estéo apresentados na Tabela 7,
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onde A e B representam as duplicatas das amostras de amido de trigo, nas diferentes

concentragoes.

Tabela 7 Dados utilizados para elaboragdo da curva padrdo do amido, onde A e B representam as

duplicatas das amostras de amido de trigo.

Concentracéo (g/L)

0 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

A 0,156 0,303 0,364 0570 0,766 0,960 1,172
B 0,152 0,302 0,360 0547 0,770 0,965 1,180
Média 0,154 0,302 0,362 0,559 0,768 0,963 1,176

Os dados da Tabela 7 resultaram o grafico da Figura 9. Nesta curva de

calibracdo do amido, obteve-se um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9981 e a

correlacdo entre a absorbancia e a concentracdo de amido (em g/L) é dada pela Equacéo

2, onde Con é a concentracdo de amido (g/L) e Aass € a absorbancia.

Ccon: 0,4998 X Aabs = 0,0844 (2)

Concentragdo(g/L)

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40

Absorbancia

Figura 9 Grafico da curva de calibragdo do amido.

4.3. Experimentos com suco in natura

4.3.1. Efeito da concentracéo da enzima e suco sobre o teor de acucares

Conforme comentado anteriormente, cada amostra de suco submetida ao

tratamento enzimatico e coletada nos diferentes intervalos de tempo foi submetida a

analise de seus teores de acUcares. Desejava-se obter a concentracdo de cada tipo de

acucar separadamente: glicose, frutose, maltose e isomaltose. O gréafico da Figura 10

demonstra um cromatograma tipico do suco de maca. Nele pode-se observar dois picos

distintos e bem separados: o da glicose a 10,00 minutos e o da frutose a 10,80 minutos.

Observam-se também outros picos com menor expressao e uma concentracdo
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praticamente nula de isomaltose. Cabe destacar que entre todas as repeticdes das leituras

(injetadas pelo menos em triplicata) houve uma variagéo inferior a 2 %.
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= G} s
||||||||||I|I‘III\‘|I|I‘|I|J‘||_|I‘||II‘|||I‘||II‘IIII‘IIII‘IIII‘IIII‘
6.0 7.0 8.0 9,0 10,0 11,0

Tempo [min]

Figura 10 Gréafico do tempo de retencéo dos agUcares feitas no HPLC com uma coluna para
monossacarideos,com vazdo de 0,6 L/min, Temperatura de 80 °C, presa de 520 psi.

Um dos objetivos iniciais do trabalho foi determinar o contetdo de maltose e
isomaltose no suco, porém ambos o0s aglcares apresentaram 0 mesmo tempo de retencao
(de 8,22 min) e a sua separacdo, com 0 uso desse tipo de coluna nas condi¢es testadas,
ndo foi possivel. Ainda, a concentracdo de maltose+isomaltose nos frutos utilizados
para 0os experimentos deste trabalho, apresentaram teores desses acucares inferiores ao
limite de detec¢do do metodo. Em virtude disso os valores encontrados para a maltose e

isomaltose foram desconsideradas no decorrer das analises.

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados para os teores de frutose e glicose
nos sucos de maca tratados com a enzima AG 300L em diferentes tempos e
concentra¢fes. Conforme pode ser observado, ndo € possivel qualquer conclusdo a
respeito da influéncia da enzima, bem como do tempo de tratamento enzimatico, na
concentracdo de frutose e glicose presente nas amostras. Especula-se que este resultado
possa ser decorrente de baixas concentracBes de amido no suco in natura. Se essa
concentracdo for realmente muito baixa, ndo ha amido a ser degradado pelas enzimas e,
por consequéncia, a ser convertido em glicose e frutose; a detecgdo do aumento do teor

destes compostos nas amostras seria, portanto, prejudicada.
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Tabela 8: Resultados para os teores de frutose e glicose para os sucos de maca tratados com a enzima AG
300L em diferentes tempos e concentracdes.

Concentracéo da

Amostra  Enzima AG 300L. 'I;(ranr?r;]))o Teor ?e/llf)rutose Teor ?e/f)llcose
(ppm) g g
1 10 0 51,95 + 0,07 3750 + 0,06
2 10 30 53,37 + 0,72 37,26 + 0,52
3 10 60 46,11 + 0,73 32,30 + 041
4 10 90 4936 + 0,49 3452 + 0,32
5 10 105 52,60 £+ 0,25 36,74 + 0,23
6 10 120 4839 + 0,23 33,69 + 0,16
7 10 135 4433 + 0,19 30,85 + 0,13
8 10 150 52,23 + 0,99 36,44 + 0,82
9 10 165 46,25 + 0,09 31,81 + 0,53
10 10 180 5428 + 0,01 3755 + 0,01
11 20 0 38,72 £+ 0,34 28,92 + 0,23
12 20 30 3751 + 0,14 27,81 + 0,08
13 20 60 38,75 £+ 0,10 28,92 + 0,10
14 20 90 38,29 + 0,30 28,45 + 0,25
15 20 105 36,50 + 2,85 25,77 + 0,30
16 20 120 4172 + 0,00 31,06 + 0,01
17 20 135 34,17 + 0,05 25,28 + 0,07
18 20 150 4051 + 0,07 30,08 + 0,05
19 20 165 38,31 £+ 0,05 28,47 + 0,04
20 20 180 39,30 £+ 0,05 29,28 + 0,02
21 30 0 4169 + 0,51 30,09 + 0,39
22 30 30 38,27 = 0,00 27,62 £+ 0,09
23 30 60 40,06 £+ 0,22 29,04 + 0,18
24 30 90 40,34 + 0,16 29,22 + 0,17
25 30 105 3793 £ 0,00 2758 + 0,04
26 30 120 4288 + 0,78 31,00 + 0,53
27 30 135 36,85 + 0,11 26,58 + 0,06
28 30 150 3541 + 1,06 2543 + 0,83
29 30 165 35,98 + 0,62 25,73 + 0,43
30 30 180 39,71 + 0,36 2859 + 0,27

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados para os teores de frutose e glicose

nos sucos de maca tratados com a enzima AG XXL em diferentes tempos e

concentracfes. Nessa tabela observa-se, novamente, que a adi¢do da enzima AG XXL

pouco afeta nos teores de glicose e frutose e, para maiores conclusdes sobre a agdo

dessa enzima, mais repeticdes dos experimentos seriam necessarias. Novamente,

especula-se sobre as baixas concentragdes de amido nas amostras de suco utilizadas.
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Tabela 9: Resultados para os teores de frutose e glicose para 0s sucos de magcé tratados com a enzima AG
XXL em diferentes tempos e concentracdes.

Concentracdo da

Amostra  Enzima AG XXL  Tempo (min) Teor de Frutose Teor de Glicose
(9/L) (9/L)
(ppm)
31 5 0 40,16 + 0,07 30,68 + 0,04
32 5 30 40,40 + 0,08 3043 + 0,05
33 5 60 40,65 + 0,10 30,18 + 0,06
34 5 90 40,72 + 0,16 2928 + 0,15
35 5 105 41,73 + 0,08 31,87 + 0,16
36 5 120 4261 + 0,11 3290 + 0,29
37 5 135 43,10 + 0,43 3251 + 0,18
38 5 150 44,00 + 0,13 3352 + 0,08
39 5 165 42,00 + 0,02 31,86 + 0,01
40 5 180 42,17 + 0,19 3203 + 0,15
41 10 0 4251 + 0,15 3380 + 0,10
42 10 30 41,37 + 0,08 3336 + 0,08
43 10 60 4283 + 0,83 3266 + 0,58
44 10 90 4233 + 0,09 3417 + 0,10
45 10 105 42,10 + 0,48 3496 + 031
46 10 120 41,97 + 0,09 3055 + 0,10
47 10 135 40,76 + 0,10 3345 + 0,05
48 10 150 39,55 + 0,13 2858 + 0,14
49 10 165 40,73 + 0,08 33,13 + 0,03
50 10 180 41,81 + 0,21 3023 + 0,20
51 15 0 39,82 + 0,26 29,21 + 0,22
52 15 30 40,82 + 0,02 3148 + 0,02
53 15 60 41,03 + 1,03 30,09 + 0,77
54 15 90 40,37 + 0,25 3423 + 0,22
55 15 105 39,71 + 0,07 27,70 + 0,04
56 15 120 40,15 + 0,05 2959 + 0,04
57 15 135 40,99 + 0,26 2998 + 0,46
58 15 150 41,83 + 0,47 30,36 + 0,89
59 15 165 42,17 + 0,11 3246 + 0,09
60 15 180 4291 + 0,06 3464 + 0,03

4.3.1. Efeito da concentracdo da enzima e suco sobre o teor de amido

Da mesma forma que quantificou-se os teores de agucares das amostras de suco
submetidas ao tratamento enzimatico, avaliou-se também a concentracdo dos teores de
amido dessas amostras. A Figura 11 mostra a variagdo da concentracdo de amido em
fungéo do tempo para o tratamento com a enzima AG 300L a 10 ppm. Pode se constatar
que a quantidade de amido inicial € muito pequena perto do limite de deteccdo do
método e, logo nos primeiros minutos, decai para niveis ndo detectaveis de
concentracdo néo podendo ser levado em consideracdo. Comportamento semelhante a
este, foi apresentado para os demais experimentos, apresentando niveis de amido abaixo
do limite de deteccédo (0,001 g/L).
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Figura 11 Degradacdo do amido em suco de maca pela enzima AG 300L a 10 ppm durante 180 min.

Concentragido de Amido (g/L)

® ¢ o Py

Esse resultado vai ao encontro dos resultados obtidos por CARRIN et al.
(2004), que utilizaram magés colhidas 15 dias antes da data prevista para a colheita; as
macas deixadas a temperatura ambiente por uma semana apresentaram concentragoes
minimas de amido solavel e insolavel (0,1 e 2,47 g/L, respectivamente), enquanto que
nenhuma fracdo de amido soluvel e insoluvel foi detectada nas macés deixadas a

temperatura ambiente por trés semanas.

Uma vez que a colheita das macas utilizadas neste estudo é prevista para 0s
meses de janeiro e fevereiro, e 0 mesmo foi realizado nos meses de maio a julho,

explica-se a auséncia de amido nas amostras estudadas.

4.4. Experimentos com suco de maca adicionados de amido

4.4.1. Efeito do tempo e da concentracdo de enzima sobre o teor de

acucares

Em funcdo da auséncia de amido detectada nas amostras de suco de magcé in
natura, partiu-se para uma nova série de experimentos. Nessa etapa dos experimentos
foi utilizado o suco com adi¢cdo de amido para duas enzimas com concentracfes
diferentes (AG XXL e AG 300L). Os resultados de maltose e isomaltose continuaram
com valores abaixo do limite de deteccdo, sendo novamente descartados. A partir dos
dados obtidos para os teores de glicose e frutose, foram elaborados os graficos das
Figuras 12 e 13, nos quais a porcentagem de frutose e glicose, respectivamente, foi
plotada em funcdo do tempo. No gréafico da Figura 12 é possivel observar a velocidade

de formacédo de frutose pela enzima AG XXL demanda menos tempo para atingir o0s
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mesmos resultados que a enzima AG 300L. Podendo-se concluir que o tempo

necessario para se obter o mesmo resultado € menor.
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Figura 12 Gréfico da porcentagem de conversdo do amido em frutose das enzimas (A) AG 300 L e
(B) AG XXL em funcéo do tempo.

O mesmo comportamento pdde ser observado na apuragdo dos dados de
concentracdo da glicose, grafico da Figura 13, que mostra uma formacdo de glicose

mais rapida com enzima AG XXL do que com a enzima AG 300 L.
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Figura 13 Gréafico da porcentagem de conversdo do amido em glicose das enzimas (A) AG 300Le (B)
AG XXL em fungdo do tempo.

4.4.2. Efeito do tempo e da concentragdo de enzima sobre o teor de amido

Os dados resultantes da analise de amido possibilitaram a elaboracdo do grafico
mostrado na Figura 14 que apresenta o decaimento da concentracdo de amido em
funcdo do tempo. Comparando os resultados obtidos para a enzima AG 300L e
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AG XXL, € possivel constatar que a velocidade de degradagdo do amido com a enzima
AG XXL é superior ao da enzima AG 300L, chegando a valores inferiores a 0,001 g/L

para tempos superiores a 200 minutos para ambas as enzimas.
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Figura 14 Degradacdo do amido em funcdo do tempo pelas enzimas (A) AG 300L e (B) AG XXL.

Pode-se observar, portanto, que a enzima AG XXL apresentou uma atividade
enzimatica maior que a enzima AG 300L na degradacdo do amido presente no suco de
macad em suas fracBes soluveis de glicose e frutose. Esse resultado ja era esperado, uma

vez que a enzima AG XXL é mais concentrada que a enzima AG 300L.

Observa-se também que essa conversdo se da muito rapidamente nas condicGes
em que o experimento foi realizado: nos primeiros 100 min de reacdo é possivel
observar que praticamente todo o amido presente no suco foi degradado as suas fragdes
solaveis (Figura 14) e que, desta forma, apds este tempo, praticamente ndo ha mais a

formacéo de glicose e frutose nas amostras de suco (Figuras 12 e 13).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para avaliacdo da
degradacao enzimatica do amido do suco de maca e testar a aplicacdo de duas enzimas
diferentes na velocidade de degradacéo.

Pode-se concluir que a metodologia empregada para a producdo do suco de
macad em laboratorio foi eficiente, pois foi obtido um valor de 80 % de suco, em peso,
validando o método empregado.

As analises de concentracdo de acUcares por HPLC se mostraram muito
confidveis, com erros inferiores a 2 %.

As macas utilizadas, em funcdo da época do ano (e, por consequéncia, do seu
grau de maturacdo) continham um teor muito baixo de amido, inviabilizando a analise
da curva de degradacgéo, porém o teste com a adi¢cdo de amido ao suco de magd mostrou
que o metodo fotométrico empregado para a analise do teor de amido foi adequado para
quantificacdo dos teores de amido, apresentando resultados muito satisfatérios, podendo
ser aplicada para magds menos maduras, com maior teor de amido.

A partir do experimento com adicdo de amido ao suco de macd, pode-se
comprovar a eficiéncia da enzima testada na degradacdo do amido, pois pode ser
observada uma diminuicdo drastica da quantidade de amido nas amostras estudadas, em
um curto periodo do tempo. A enzima mais concentrada AG XXL, conforme era
esperado, apresentou uma atividade enzimatica superior que a enzima AG 300L.

Sugere-se, para trabalhos futuros: determinar a cinética de degradacdo do amido,
realizando os testes no més de janeiro (no maximo até 15 de fevereiro) em funcéo do
grau de maturacdo dos frutos e, por consequéncia, do seu teor de amido; avaliar a
cinética de degradacdo a partir de solugdes sintéticas modelos, com concentragdes
conhecidas de amido e reduzir o intervalo de coleta das amostras na primeira hora de

experimento, em fungéo da acelerada atividade das enzimas testadas.
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