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RESUMO

As enzimas polifenoloxidase e peroxidase presametecidos vegetais sdo as principais responsaveis
pelo escurecimento enzimatico de frutas e horsligena vez que etas enzimas entram em contato
com os compostos fendélicos(substratos), provocarekzurecimento, o qual altera as propriedades de
cor, sabor, odor e textura. Esta oxidacdo enzimdixle ser previnida utilizando métodos quimicos,
0s quais estdo baseados na inativacdo das enzimas eliminacdo do oxigénio, mas como a
inativacdo das enzimas pode ser prejudicial e ag&mdo oxigénio dificil, torna-se necessario o uso
de substancias antioxidantes como inibidores da dgé enzimas. Objetivou-se realizar a inativacdo
enzimética do suco de maca através de tratameritoiogu Os sucos produzidos foram tratados
guimicamente com cloreto de célcio, &cido citrigoido ascorbico e metabissulfito de s6dio em
diferentes concentragBes. As enzimas polifenol@eda peroxidase foram inibidas em todos os sais
testados, exceto para o acido citrico. A atividddeenzima peroxidase apresentou maior inibicdo
quando o suco foi tratado com acido ascoérbico 0.8ftuanto a polifenoloxidase foi totalmente
inativada utilizando o acido ascérbico 0,5% e pbguando tratado com metabissulfito de sédio
0,1%.

Palavras-chave:inativagdo enziméatica, tratamento quimico, perasaq polifenoloxidase.
1 INTRODUCAO

A macd € a fruta mais comercializada como frutascietanto no contexto
internacional quanto brasileiro, oferecendo tambprmmissoras perspectivas para a
industrializacdo, uma vez que apresenta caradtasstavoraveis para obtencdo produtos de
boa aceitacdo (MELLO, 2004).
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A cor € um critério importante na decisdao de congeafrutas e hortalicas pelo
consumidor. A preservacdo dos pigmentos resporsapelr essa caracteristica é de
fundamental importancia para qualidade desses fm®dAs mudancas de cor em frutas e
hortalicas possuem diferentes origens, podendmfeenciadas pela presenca de pigmentos
naturais, como clorofilas carotendides e antocasiomu por pigmentos formado com reacdes
enzimaticas e nao enzimaticas (MARSHALL; KIM; WEQQ0).

No processamento do suco de maca a reacdo deasmme enzimatico ocasionada
pela acdo das enzimas polifenoloxidase e peroxwiasee devido ao contato destas enzimas
com os compostos fendlicos (substratos), desencddeaescurecimento. Este, por sua vez,
prejudica propriedades do suco como cor e saborRMNEZ; WHITAKER, 1995, apud
OLIVEIRA et al, 2008; MARSHALL, KIM, WEI, 2000).

A polifenoloxidase (PPO) é responsavel pelo aparewio da coloracdo marrom-
escura; e a peroxidase (POD) pode destruir a vi@n@ e provocar descoloracdo de
antocianinas e carotendides. A investigacdo desggogde enzimas tem sido de grande
importancia para a tecnologia de alimentos, umaquez a atividade enzimatica ocasiona
mudanca na cor, variagdes de aroma, alteracfesonal¢ vitaminas e até modificacdes na
textura (PADMAJA et al., 1982, apud CAMPOS; SILVERAIR2003).

Os métodos quimicos para inibicdo do escurecimentimatico estdo baseados em
um sistema oxidante que necessita da presencaésecdmpostos: enzima, oxigénio e
substrato. Esta oxidacdo pode ser evitada pelavagdb da enzima ou eliminacdo do
oxigénio, mas a inativacdo das enzimas é algumassvprejudicial e a eliminacdo do
oxigénio é dificil. Assim, o Unico recurso possi¥elo uso de substancias antioxidantes.
Alguns alimentos ndo podem passar por estes puas;gsss podem alterar suas propriedades
organolépticas, como sabor e odor. Outras posialiéis consistem em retirar o oxigénio do
meio e controlar a luminosidade utilizando embalageadequadas, a vacuo e néo-
transparentes e/ou utilizacdo de conservantesoxadntes) (BRAVERMAN, 1998 apud
FAGUNDES et al., 2005).

A procura pela producdo de um suco processado @umenha suas caracteristicas
mais proximas das naturais tem sido um objetivopesquisas e metas para o setor de
planejamento e desenvolvimento de novos produtasemanto, a obtencdo de um suco
industrializado que apresente caracteristicas sarsmais proximas do suco natural ainda é

uma meta a ser alcancada.
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Objetivou-se realizar a inativacdo enzimatica doostle maca atraveés de tratamento

quimico com cloreto de calcio, acido citrico, acasaorbico e metabissulfito de sodio.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Avaliacéo Sensorial Preliminar

Para a producdo do suco utilizou-se macas de ard8v Fuji, as quais foram
selecionadas manualmente, limpas e lavadas. Endse@s macas foram centrifugadas em
centrifuga domeéstica (Black&Decker), e o suco édtrautilizado para a realizacdo do
tratamento quimico. O suco obtido apds a centrfagdoi tratado quimicamente com cloreto
de célcio, acido ascorbico, é&cido citrico e metaligo de sodio em diferentes
concentragoes.

As concentracdes dos sais adicionfatas: cloreto de calcio (0,5 %, 0,75 % e 1,0
%); acido ascorbico (0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5&s)do citrico (0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5
%) e metabissulfito de sodio (0,1 %, 0,2 % e 0,5ApPs 10 min de tratamento com os sais,
foi realizada a avaliagdo subjetiva da cor e salm® sucos submetidos aos diferentes
tratamentos quimicos por uma equipe de 6 julgadolgstivando-se definir as concentracdes
que inibiriam visualmente o escurecimento enzimatsem deixar sabor residual e
descaracterizar o sabor natural da fruta. Obseseoa-comportamento da cor dos sucos
tratados comparado ao controle (suco sem tratameXpds definir quais eram as melhores

concentracdes para cada tipo de sal, foram reabzaslanalises de atividade enzimatica.

2.1.2 Andlises da atividade enzimética

A atividade da polifenoloxidase foi detenada utilizando o método descrito por
Valderrama et al., (2001 apud FUJITA, 1995) comumdgs modificacdes. A medida da
atividade enzimatica foi realizada tomando-se dmgude ensaio 2 mL de solu¢do de catecol
1%, 5 mL de solugdo tampao fosfato pH 6,0 e 0,1 dalsolucdo enzimatica (suco). As
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reacOes foram realizadas a 37°C, durante 0, 515,020, 25 e 30 min, sendo interrompidas
pela adicdo de 1 mL de HCI 1 N. O escurecimentongtco foi avaliado pela leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotometro amd28ma unidade de atividade de PPO
foi definida como o aumento de uma unidade de &Bscia por grama de proteina da
amostra.

A atividade de peroxidase foi determaadtilizando o método descrito por
Valderrama et al., (2001 apud CLEMENTE, 1998) cdgumas modificagbes. A medida da
atividade enzimatica foi realizada tomando-se ebodude ensaio, 2 mL de solugdo de
guaiacol 0,5%, 1 mL de H202 0,08%, 10 mL de soluesagdao fosfato pH 6,0 e 0,5 mL da
solucéo enzimatica (suco). As reacdes foram reldiza 37°C, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 min, sendo interrompidas pela adicdo de 1 mH@e1 N. O escurecimento enzimatico
foi avaliado pela leitura da absorbancia das amestm espectrofotbmetro a 470 nm. Uma
unidade de atividade de POD foi definida como o entm de uma unidade de absorbéncia

por grama de proteina da amostra.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Avaliacéo Sensorial Preliminar

A Figura 1 apresenta o suco de maca sem tratareetnétado com cloreto de célcio
em concentracoes de 0,5 %, 0,75 % e 1,0 %, regpetnte, durante 10 min de tratamento.
Em todas as concentracbes de cloreto de calciadiest os sucos apresentaram-se com
aspecto mais claros quando comparados com o cefstob sem tratamento) durante os 10
min de tratamento, observou- se também que a coacén de 0,5 % de cloreto de calcio foi
a qual o suco manteve-se mais claro durante tadmpo de tratamento, mostrando que esta
concentracdo minimizou a oxidacdo enzimatica ndia@ sensorial visual. Os sucos
tratados com concentracdes de 0,75 % e 1,0 % detelde calcio apresentaram sabor
acentuado de sal comparado com osuco tratado coon@ntracdo de 0,5 %. Assim, a
concentracdo de cloreto de calcio mais eficienterpduzir, visualmente o escurecimento
causado pelas enzimas peroxidase e polifenoloxidasede 0,5 %, e tembém por apresentar

menos sabor acentuado de sal.
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Figura 2 Suco de magd sem tratamento e tratado
com cloreto de céalcio em concentragdes de 0.5 %b. com &cido ascorbico em concentragdes de 0.5 %,
0.75 % e 1.0 % durante 10 min. 0,75 % 1,0 % e 1,5 % durante 10 min.

Figura 1 Suco de maga sem tratamento e tratado

A Figura 2 apresenta 0 suco de maca sem trataradratado com acido ascorbico em
concentracbes de 0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 %ectspmente, durante 10 min de
tratamento. Todas as concentracfes de acido aseddstadas demonstraram-se eficientes
para inibir visualmente o escurecimento enzimatjois 0S SUCOS apresentaram-se com
aspecto mais claros quando comparados com o c@rigioto sem tratamento) durante os 10
min de tratamento. No tempo de 10 min de tratame@scucos com concentracdes de 0,5 %
e 0,75 % de acido ascérbico foram os que apresemtaze mais claros quando comparados
com o suco sem tratamento, demonstrando que estasritracdes foram as mais eficientes
para a inibicdo visual do escurecimento. Verifiseugue quanto maior a concentracdo de
acido ascorbico, maior a descaracterizacao do shbsuco de maca, o qual assemelhou-se
ao sabor de suco de laranja. No suco tratado cdin %, de acido ascorbico, a
descaracterizagdo do sabor foi menos acentuadn,ddéta concentracdo ser eficiente para
inibir, visualmente o escurecimento causado patasras polifenoloxidase e peroxidase. O
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acido ascorbico e seus varios sais neutros saonugpais antioxidantes para o uso em frutas
e hortalicas e seus sucos, visando prevenir esoweet e outras reacfes oxidativas
(WILEY,1994, apud MELO; VILAS BOAS, 2006). Ele atisquiestrando o cobre, grupo
prostético da polifenoloxidase, e reduzindo quisoda volta a fendis, antes de formarem
pigmentos escuros (SAPERS, 1998 apud MELO, 2006).

A Figura 3 apresenta o suco de maca sem trataneein&tado com acido citrico em
concentracées de 0,5 %, 0,75 %, 1,0 % e 1,5 %ecaspmente, durante 10 min de
tratamento. Os sucos tratados com quaisquer concées de acido citrico apresentaram-se
com a mesma aparéncia do suco nao tratado (cont@aeo o acido citrico nao foi eficiente
para minimizar a oxidacdo enzimatica na avaliagisaial visual, este sal foi descartado
como inibidor do escurecimento enzimatico. Erameesns resultados diferentes, ja que a
literatura relata que o acido citrico apresent#acefeibitorio duplo sobre as polifenoloxidase
nao somente pelo abaixamento do pH do meio, maséantomplexando com o cobre do
centro ativo da enzima (JESUS, et al., 2008).

A Figura 4 apresenta o0 suco de maca sem tratareanédado com metabissulfito de
sédio em concentracdes de 0,1 %, 0,2 % e 0,5 Yectgamente, durante 10 min de
tratamento. Todas as concentracdes de metabissidfisodio apresentaram-se eficientes para
inibir, visualmente do escurecimento enzimaticcadte todo o tempo de tratamento, pois 0s
sucos tratados apresentaram-se com aparéncia laeasqetie o suco sem tratamento. No
tempo de 10 min, a menor concentracdo de metatiissdé sodio (0,1 %) foi a que se
mostrou mais eficiente na inibicdo visual do esdumento enzimatico. Verificou-se que
guanto maior a concentracdo de metabissulfito destaior o sabor residual caracteristico
de remédio, descaracterizando o sabor do suco ¢g&, &ssim, com o tratamento de 0,5 % de
metabissulfito de sddio a descaracterizacdo dor dabanenos acentuada, demonstrando-se
também ser eficiente na inibicdo visual do escorenio causado pelas enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. Este comportameoit® fesperado, uma vez que o uso de
compostos redutores, como o sulfito e a cistei@a, lzastante efetivos no controle do
escurecimento enzimético. Eles previnem o escusstimnatravés da redugdo das o-quinonas
para o-difendis, que sdo compostos menos escunopgela complexacdo com produtos da
reacdo enzimatica formando compostos de coloragiie ohara e estaveis ou ainda pela

inativacao irreversivel da polifenoloxidase (GONZAd et al., 1993).
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Figura 3 Suco de magd sem tratamento e tratado Figura 4 Suco de magi sem tratamento e tratado
com dcido citrico em concentragdes de 0,5 %, com metabissulfito de sédio em concentragdes
0,75 % 1,0 % e 1,5 % durante 10 min. de 0.1 %, 0.2 % e 0,5 % durante 10 min.

Baseado nestes resultados, os sucos tratados &o% Oe cloreto de calcio, 0,5 %
acido ascorbico e 0,1 % de metabissulfito de sddiam os escolhidos os ensaios de
atividade enzimatica , uma vez que estas concéeiseoram eficientes na analise preliminar

de cor e sabor, para inibir o escurecimento enmmab suco.

2.2.2 Atividade enzimatica das enzimas polifenalase e peroxidase

A Figura 5 apresenta a atividade enzimatica daxmase em funcdo do tempo para
0S sucos sem tratamento e com tratamento. Podbssvar na Figura 5, que todos os
tratamentos reduziram a atividade da enzima pessridiurante os 30 min de reacdo. O

tratamento com acido ascorbico 0,5 % foi o que sgm®uU a maior reducao de atividade
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desta enzima, seguido do tratamento com metabtestdf sodio 0,1 % e cloreto de calcio 0,5
%.
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Figura 5 Atividade enzimatica da peroxidase em funcdo do
tempo para 0s sucos sem tratamento e com tratamento.

A Figura 6 apresenta a atividade enziradtia polifenoloxidase em funcdo do tempo
para 0s sucos sem tratamento e com tratamentoighlea/ pode-se observar que somente o
tratamento com o acido ascorbico e com o metalffitesde sddio foram efetivos na inibicao
da polifenoloxidase, enquanto que o tratamento cdoneto de calcio ndo apresentou reducao
da atividade, ou seja, o suco tratado com cloretoalcio apresentou maiores atividades da
enzima polifenoloxidase que o suco sem tratamegsim, este sal nao foi eficiente para
reduzir a acdo desta enzima. O comportamento dio @&scorbico foi o esperado, uma vez
que a literatura relata este acido como inibidoredaima polifenoxidase, ja que a enzima
catalisa a oxidacdo do substrato natural a quinerestas séo reduzidas pelo acido ascorbico
novamente aos fendis originais (FENNEMA, 1993 apAGUNDES, 2005).

Baseado nos resultados das atividades, o &cidobése 0,5 % foi 0 que apresentou
maior reducao da atividade da enzima peroxidasantiios 30 min de reacdo, enquanto que
a inibicdo da enzima polifenoloxidase foi compleapdés 5 minutos de reacédo. O
metabissulfito de sédio 0,1 % foi o tratamento gaduziu as atividades das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase, apresentando-se refisente na inibicdo da enzima
polifenoloxidase, uma vez que as atividades forarasg reduzidas por completo. Desta

forma, a combinacdo dos tratamentos com acido lsisooe metabissulfito de sédio pode ser
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uma alternativa para posteriores estudos; istafigzsse pela necessidade de diminuir a
concentracdo desses inibidores, uma vez que indilitente, nas concentracfes testadas,

ocasionaram descaracterizacao do sabor dos sucos.
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Figura 6 Atividade enzimatica da polifenoloxidase em fungio
do tempo para os sucos sem tratamento e com tratamento.

Nogueira et al.(1989) estudou a inativacdo enzoaasm maca usando tratamento
térmico, acido ascorbico e metabissulfito. Na mac@eroxidase apresentou uma atividade
muito baixa, e o tratamento que se mostrou maigeate para sua inativagao foi o tratamento
térmico, com o0 acido ascorbico, também se conseguinativacdo total, enquanto o
metabissulfito se mostrou menos eficiente, em taasoncentracdes utilizadas. Para a
inativacdo da polifenoloxidase da macd, o métodis eficiente foi 0 metabissulfito, pois na
menor concentracdo usada, ja houve a total ind@iivata enzima. O tratamento térmico
também se mostrou eficiente bem como o empregaido ascérbico, mas menos eficiente
gque o metabissulfito. Assim levando-se em consid&raa inibicdo das duas enzimas, o

tratamento térmico parece ser o mais indicado 8o da maca.
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3 CONCLUSAO

Os tratamentos quimicos foram eficientes para abiigacdo enzimatica do suco de
macad, uma vez que 0s sais utilizados inibiram & at@#s enzimas polifenoloxidase e

peroxidase, exceto o acido citrico.
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