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RESUMO 

 

As enzimas polifenoloxidase e peroxidase presentes em tecidos vegetais são as principais responsáveis 
pelo escurecimento enzimático de frutas e hortaliças, uma vez que etas enzimas entram em contato 
com os compostos fenólicos(substratos), provocando o escurecimento, o qual altera as propriedades de 
cor, sabor, odor e textura. Esta oxidação enzimática pode ser previnida utilizando métodos químicos, 
os quais estão baseados na inativação das enzimas ou na eliminação do oxigênio, mas como a 
inativação das enzimas pode ser prejudicial e a remoção do oxigênio dificil, torna-se necessário o uso 
de substâncias antioxidantes como inibidores da ação das enzimas. Objetivou-se realizar a inativação 
enzimática do suco de maçã através de tratamento químico. Os sucos produzidos foram tratados 
quimicamente com cloreto de cálcio, ácido cítrico, ácido ascórbico e metabissulfito de sódio em 
diferentes concentrações. As enzimas polifenoloxidase e peroxidase foram inibidas em todos os sais 
testados, exceto para o ácido cítrico. A atividade da enzima peroxidase apresentou maior inibição 
quando o suco foi tratado com ácido ascórbico 0,5%, enquanto a polifenoloxidase foi totalmente 
inativada utilizando o ácido ascórbico 0,5% e inibida quando tratado com metabissulfito de sódio 
0,1%. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A maçã é a fruta mais comercializada como fruta fresca tanto no contexto 

internacional quanto brasileiro, oferecendo também promissoras perspectivas para a 

industrialização, uma vez que apresenta características favoráveis para obtenção produtos de 

boa aceitação (MELLO, 2004). 



  

ISSN 2236-0409 
v. 7 (2011) 

 
p. 2/11 

 

A cor é um critério importante na decisão de compra de frutas e hortaliças pelo 

consumidor. A preservação dos pigmentos responsáveis por essa característica é de 

fundamental importância para qualidade desses produtos. As mudanças de cor em frutas e 

hortaliças possuem diferentes origens, podendo ser influenciadas pela presença de pigmentos 

naturais, como clorofilas carotenóides e antocianinas ou por pigmentos formado com reações 

enzimáticas e não enzimáticas (MARSHALL; KIM; WEI, 2000).  

No processamento do suco de maçã a reação de escurecimento enzimático ocasionada 

pela ação das enzimas polifenoloxidase e peroxidase ocorre devido ao contato destas enzimas 

com os compostos fenólicos (substratos), desencadeando o escurecimento. Este, por sua vez, 

prejudica propriedades do suco como cor e sabor (MARTINEZ; WHITAKER, 1995, apud 

OLIVEIRA et al, 2008; MARSHALL, KIM, WEI, 2000).  

A polifenoloxidase (PPO) é responsável pelo aparecimento da coloração marrom-

escura; e a peroxidase (POD) pode destruir a vitamina C e provocar descoloração de 

antocianinas e carotenóides. A investigação desse grupo de enzimas tem sido de grande 

importância para a tecnologia de alimentos, uma vez que a atividade enzimática ocasiona 

mudança na cor, variações de aroma, alterações no teor de vitaminas e até modificações na 

textura (PADMAJA et al., 1982, apud CAMPOS; SILVEIRA, 2003).  

Os métodos químicos para inibição do escurecimento enzimático estão baseados em 

um sistema oxidante que necessita da presença de três compostos: enzima, oxigênio e 

substrato. Esta oxidação pode ser evitada pela inativação da enzima ou eliminação do 

oxigênio, mas a inativação das enzimas é algumas vezes prejudicial e a eliminação do 

oxigênio é difícil. Assim, o único recurso possível é o uso de substâncias antioxidantes. 

Alguns alimentos não podem passar por estes processos, pois podem alterar suas propriedades 

organolépticas, como sabor e odor. Outras possibilidades consistem em retirar o oxigênio do 

meio e controlar a luminosidade utilizando embalagens adequadas, a vácuo e não-

transparentes e/ou utilização de conservantes (antioxidantes) (BRAVERMAN, 1998 apud 

FAGUNDES et al., 2005). 

A procura pela produção de um suco processado que mantenha suas características 

mais próximas das naturais tem sido um objetivo de pesquisas e metas para o setor de 

planejamento e desenvolvimento de novos produtos. No entanto, a obtenção de um suco 

industrializado que apresente características sensoriais mais próximas do suco natural ainda é 

uma meta a ser alcançada.  
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Objetivou-se realizar a inativação enzimática do suco de maçã através de tratamento 

químico com cloreto de cálcio, ácido cítrico, ácido ascórbico e metabissulfito de sódio. 

 

2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.1 Avaliação Sensorial Preliminar 

 

Para a produção do suco utilizou-se maçãs de cultivares Fuji, as quais foram 

selecionadas manualmente,  limpas e lavadas. Em seguida, as maçãs foram centrifugadas em 

centrífuga doméstica (Black&Decker), e o suco extraído utilizado para a realização do 

tratamento químico. O suco obtido após a centrifugação foi tratado quimicamente com cloreto 

de cálcio, ácido ascórbico, ácido cítrico e metabissulfito de sódio em diferentes 

concentrações. 

             As concentrações dos sais adicionadas foram: cloreto de cálcio (0,5 %, 0,75 % e 1,0 

%); ácido ascórbico (0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 %); ácido cítrico (0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 

%) e metabissulfito de sódio (0,1 %, 0,2 % e 0,5 %). Após 10 min de tratamento com os sais, 

foi realizada a avaliação subjetiva da cor e sabor dos sucos submetidos aos diferentes 

tratamentos químicos por uma equipe de 6 julgadores, objetivando-se definir as concentrações 

que inibiriam visualmente o escurecimento enzimático sem deixar sabor residual e 

descaracterizar o sabor natural da fruta. Observou-se o comportamento da cor dos sucos 

tratados comparado ao controle (suco sem tratamento). Após definir quais eram as melhores 

concentrações para cada tipo de sal, foram realizadas as análises de atividade enzimática.  

 

2.1.2 Análises da atividade enzimática 

 

           A atividade da polifenoloxidase foi determinada utilizando o método descrito por 

Valderrama et al., (2001 apud FUJITA, 1995) com algumas modificações. A medida da 

atividade enzimática foi realizada tomando-se em tubos de ensaio 2 mL de solução de  catecol 

1%, 5 mL de solução tampão fosfato pH 6,0 e 0,1 mL da solução enzimática (suco). As 
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reações foram realizadas a 37°C, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min, sendo interrompidas 

pela adição de 1 mL de HCl 1 N. O escurecimento enzimático foi avaliado pela leitura da 

absorbância das amostras em espectrofotômetro a 425 nm. Uma unidade de atividade de PPO 

foi definida como o aumento de uma unidade de absorbância por grama de proteína da 

amostra.  

           A atividade de peroxidase foi determinada utilizando o método descrito por 

Valderrama et al., (2001 apud CLEMENTE, 1998) com algumas modificações. A medida da 

atividade enzimática foi realizada tomando-se em tubos de ensaio, 2 mL de solução de 

guaiacol 0,5%, 1 mL de H2O2 0,08%, 10 mL de solução tampão fosfato pH 6,0 e 0,5 mL da 

solução enzimática (suco). As reações foram realizadas a 37°C, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 

30 min, sendo interrompidas pela adição de 1 mL de HCl 1 N. O escurecimento enzimático 

foi avaliado pela leitura da absorbância das amostras em espectrofotômetro a 470 nm. Uma 

unidade de atividade de POD foi definida como o aumento de uma unidade de absorbância 

por grama de proteína da amostra.  

       

2.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.1 Avaliação Sensorial Preliminar 

 

A Figura 1 apresenta o suco de maçã sem tratamento e tratado com cloreto de cálcio 

em concentrações de 0,5 %, 0,75 % e 1,0 %, respectivamente, durante 10 min de tratamento. 

Em todas as concentrações de cloreto de cálcio testadas, os sucos apresentaram-se com 

aspecto mais claros quando comparados com o controle(suco sem tratamento) durante os 10 

min de tratamento, observou- se também que a concentração de 0,5 % de cloreto de cálcio foi 

a qual o suco manteve-se mais claro durante todo o tempo de tratamento, mostrando que esta 

concentração minimizou a oxidação enzimática na avaliação sensorial visual. Os sucos 

tratados com concentrações de 0,75 % e 1,0 % de cloreto de cálcio apresentaram sabor 

acentuado de sal comparado com osuco tratado com a concentração de 0,5 %. Assim, a 

concentração de cloreto de cálcio mais eficiente pra reduzir, visualmente o escurecimento 

causado pelas enzimas peroxidase e polifenoloxidase foi a de 0,5 %, e tembém por apresentar 

menos sabor acentuado de sal. 
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A Figura 2 apresenta o suco de maçã sem tratamento e tratado com ácido ascórbico em 

concentrações de 0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 %, respectivamente, durante 10 min de 

tratamento. Todas as concentrações de ácido ascórbico testadas demonstraram-se eficientes 

para inibir visualmente o escurecimento enzimático, pois os sucos apresentaram-se com 

aspecto mais claros quando comparados com o controle (suco sem tratamento) durante os 10 

min de tratamento. No tempo de 10 min de tratamento, os sucos com concentrações de 0,5 % 

e 0,75 % de ácido ascórbico foram os que apresentaram -se mais claros quando comparados 

com o suco sem tratamento, demonstrando que estas concentrações foram as mais eficientes 

para a inibição visual do escurecimento. Verificou-se que quanto maior a concentração de 

ácido ascórbico, maior a descaracterização do sabor do suco de maçã, o qual assemelhou-se 

ao sabor de suco de laranja. No suco tratado com 0,5 % de ácido ascórbico, a 

descaracterização do sabor foi menos acentuada, além desta concentração ser eficiente para 

inibir, visualmente o escurecimento causado pelas enzimas polifenoloxidase e peroxidase. O 
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ácido ascórbico e seus vários sais neutros são os principais antioxidantes para o uso em frutas 

e hortaliças e seus sucos, visando prevenir escurecimento e outras reações oxidativas 

(WILEY,1994, apud MELO; VILAS BOAS, 2006). Ele atua seqüestrando o cobre, grupo 

prostético da polifenoloxidase, e reduzindo quinonas de volta a fenóis, antes de formarem 

pigmentos escuros (SAPERS, 1998 apud MELO, 2006). 

A Figura 3 apresenta o suco de maçã sem tratamento e tratado com ácido cítrico em 

concentrações de 0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 %, respectivamente, durante 10 min de 

tratamento. Os sucos tratados com quaisquer concentrações de ácido cítrico apresentaram-se 

com a mesma aparência do suco não tratado (controle). Como o ácido cítrico não foi eficiente 

para minimizar a oxidação enzimática na avaliação sensorial visual, este sal foi descartado 

como inibidor do escurecimento enzimático. Eram esperados resultados diferentes, já que a 

literatura relata que o ácido cítrico apresenta efeito inibitório duplo sobre as polifenoloxidase 

não somente pelo abaixamento do pH do meio, mas também complexando com o cobre do 

centro ativo da enzima (JESUS, et al., 2008). 

A Figura 4 apresenta o suco de maçã sem tratamento e tratado com metabissulfito de 

sódio em concentrações de 0,1 %, 0,2 % e 0,5 %, respectivamente, durante 10 min de 

tratamento. Todas as concentrações de metabissulfito de sódio apresentaram-se eficientes para  

inibir, visualmente do escurecimento enzimático durante todo o tempo de tratamento, pois os 

sucos tratados apresentaram-se com aparência mais clara que o suco sem tratamento. No 

tempo de 10 min, a menor concentração de metabissulfito de sódio (0,1 %) foi a que se 

mostrou mais eficiente na inibição visual do escurecimento enzimático. Verificou-se que 

quanto maior a concentração de metabissulfito de sódio, maior o sabor residual característico 

de remédio, descaracterizando o sabor do suco de maçã, assim, com o tratamento de 0,5 % de 

metabissulfito de sódio a descaracterização do sabor foi menos acentuada, demonstrando-se 

também ser eficiente na inibição visual do escurecimento causado pelas enzimas 

polifenoloxidase e peroxidase. Este comportamento foi o esperado, uma vez que o uso de 

compostos redutores, como o sulfito e a cisteína, são bastante efetivos no controle do 

escurecimento enzimático. Eles previnem o escurecimento através da redução das o-quinonas 

para o-difenóis, que são compostos menos escuros, ou pela complexação com produtos da 

reação enzimática formando compostos de coloração mais clara e estáveis ou ainda pela 

inativação irreversível da polifenoloxidase (GONZALEZ et al., 1993). 
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Baseado nestes resultados, os sucos tratados com 0,5 % de cloreto de cálcio, 0,5 % 

ácido ascórbico e 0,1 % de metabissulfito de sódio foram os escolhidos os ensaios de 

atividade enzimática , uma vez que estas concentrações foram eficientes na análise preliminar 

de cor e sabor, para inibir o escurecimento enzimático do suco.  

 

2.2.2 Atividade enzimática das enzimas polifenoloxidase e peroxidase  

 

A Figura 5 apresenta a atividade enzimática da peroxidase em função do tempo para 

os sucos sem tratamento e com tratamento. Pode-se observar na Figura 5, que todos os 

tratamentos reduziram a atividade da enzima peroxidase durante os 30 min de reação. O 

tratamento com ácido ascórbico 0,5 % foi o que apresentou a maior redução de atividade 



  

ISSN 2236-0409 
v. 7 (2011) 

 
p. 8/11 

 

desta enzima, seguido do tratamento com metabissulfito de sódio 0,1 % e cloreto de cálcio 0,5 

%. 

 

 

 

          A Figura 6 apresenta a atividade enzimática da polifenoloxidase em função do tempo 

para os sucos sem tratamento e com tratamento. Na Figura 6 pode-se observar que somente o 

tratamento com o ácido ascórbico e com o metabissulfito de sódio foram efetivos na inibição 

da polifenoloxidase, enquanto que o tratamento com cloreto de cálcio não apresentou redução 

da atividade, ou seja, o suco tratado com cloreto de cálcio apresentou maiores atividades da 

enzima polifenoloxidase que o suco sem tratamento, assim, este sal não foi eficiente para 

reduzir a ação desta enzima. O comportamento do ácido ascórbico foi o esperado, uma vez 

que a literatura relata este ácido como inibidor da enzima polifenoxidase, já que a enzima 

catalisa a oxidação do substrato natural a quinonas e estas são reduzidas pelo ácido ascórbico 

novamente aos fenóis originais (FENNEMA, 1993 apud FAGUNDES, 2005). 

 Baseado nos resultados das atividades, o ácido ascórbico 0,5 % foi o que apresentou 

maior redução da atividade da enzima peroxidase durante os 30 min de reação, enquanto que 

a inibição da enzima polifenoloxidase foi completa após 5 minutos de reação. O 

metabissulfito de sódio 0,1 % foi o tratamento que reduziu as atividades das enzimas 

peroxidase e polifenoloxidase, apresentando-se mais eficiente na inibição da enzima 

polifenoloxidase, uma vez que as atividades foram quase reduzidas por completo. Desta 

forma, a combinação dos tratamentos com ácido ascórbico e metabissulfito de sódio pode ser 
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uma alternativa para posteriores estudos; isto justifica-se pela necessidade de diminuir a 

concentração desses inibidores, uma vez que individualmente, nas concentrações testadas, 

ocasionaram descaracterização do sabor dos sucos.  

 

 

 

             

Nogueira et al.(1989) estudou a inativação enzimática em maçã usando tratamento 

térmico, acido ascórbico e metabissulfito. Na maçã, a peroxidase apresentou uma atividade 

muito baixa, e o tratamento que se mostrou mais eficiente para sua inativação foi o tratamento 

térmico, com o ácido ascórbico, também se conseguiu a inativação total, enquanto o 

metabissulfito se mostrou menos eficiente, em todas as concentrações utilizadas. Para a 

inativação da polifenoloxidase da maçã, o método mais eficiente foi o metabissulfito, pois na 

menor concentração usada, já houve a total inativação da enzima. O tratamento térmico 

também se mostrou eficiente bem como o emprego do ácido ascórbico, mas menos eficiente 

que o metabissulfito. Assim levando-se em consideração a inibição das duas enzimas, o 

tratamento térmico parece ser o mais indicado no caso da maçã. 
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3 CONCLUSÃO 

 

Os tratamentos químicos foram eficientes para a estabilização enzimática do suco de 

maçã, uma vez que os sais utilizados inibiram a ação das enzimas polifenoloxidase e 

peroxidase, exceto o ácido cítrico. 
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