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RESUMO

As enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (P®&o as principais responsaveis pelo
escurecimento enzimatico de frutas e hortalicasraaldo as propriedades de cor, sabor, odor e
textura. O tratamento quimico com uso de substiaeitioxidantes é capaz de previnir a formacgéo de
produtos de oxidag&o, logo, diminui o escurecimemtaimatico. O tratamento térmico inativa as
enzimas, evitando o0 escurecimento enzimatico, npesaxidase somente é inativada em temperaturas
muito elevadas, e estas por sua vez causam aksraefsoriais no produto. Dessa forma, métodos
ndo térmicos séo alternativas para evitar o esicueeto, como o processo de clarificagdo, a qual
envolve a utilizacdo de coadjuvantes que tem pgetiob melhorar o processo de filtragcdo e
clarificacdo. Objetivou-se realizar a inativacaaierdtica do suco de macda utilizando tratamento
quimico, tratamento térmico e clarificagdo. Os suooam tratados quimicamente com a combinagao
de &cido ascorbico e metabissulfito de sédio enerdas concentracdes. A acdo das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase foram inibidas quamdunico foi tratado quimicamente com 0,05 % de
acido ascérbico e 0,01 % de metabissulfito de sédidnativacdo destas ocorreu apds ao tratamento
térmico e clarificagdo.A andlise sensorial dos sud@ tratado e tratado com metabissulfito de sodio
(0,01 %) e &cido ascorbico (0,05%), apds tratamtérmico e clarificacdo, demonstrou nao haver
diferencas significativas entre as amostras.

Palavras-chave:Peroxidase, polifenoloxidase, tratamento quinti@amento térmico, clarificacdo.
1 INTRODUCAO

A macd é uma fruta bem aceita pela populacdo, pobastante susceptivel a

deterioracéo causada pelo escurecimento enzimétit@ando-se inadequada para 0 consumo
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devido a formacdao de coloracéo escura (ROCHA; MGRADO1; GOUPY et al., 1995, apud
OLIVEIRA et al., 2008).

As enzimas sdo responsaveis pela maioria das eagdeciadas a reproducdo, ao
crescimento e amadurecimento de todos os organisNegnaioria dos casos estas sao
atividades desejadas. Em alguns casos, demasiadiglade enzimatica, como no
escurecimento causado pela polifenoloxidase, podduzir a perdas importantes em frutas e
hortalicas (FENNEMA, 2000).

A mudanca indesejavel na cor, aroma e textura ddssf e produtos horticolas é
associado com as enzimas polifenoloxidase (EC 3.1,0PPO) e peroxidase (EC 1.11.1.7;
POD) do grupo das oxirredutases, responsaves palisea grande numero de reacdo de
oxidagdo em plantas (REED, 1975; McLELLAN; ROBINSOMNI84, apud TROIANI;
TROPIANI; CLEMENTE, 2003).

A peroxidase (EC 1.11.1.7; POD) é capaz de catalisagrande numero de reacfes
oxidativas em plantas usando peroxido como substoat em alguns casos, oxigénio como
um aceptor de hidrogénio. A atividade da peroxidest associada ao aparecimento de
sabores estranhos em alimentos termicamente paolsssle maneira inadequada, sem que
ocorra a inativacao da enzima. (CLEMENTE; PASTOREJS, apud FREITAS et al., 2008;
ARAUJO, 2001).

A atividade de polifenoloxidases (EC 1.10.3.1; PEQjeralmente alta em tecidos
infectados e esté envolvida com a senescénciadd dg polifenoloxidase processa-se atraves
da hidroxilagdo de monofendis para o-difendis elagdo destes o-difendis para quinonas,
havendo estimulo a biossintese de oxidacédo desiéssfe, conseqientemente, um aumento
da atividade desta enzima. (PADMAJA et al., 1982,daCAMPOS; SILVEIRA, 2003)

O controle da atividade da peroxidase e poliferidese € de grande importancia para
a tecnologia de alimentos, uma vez que estas spongaveis pelo escurecimento em frutas e
vegetais e seus produtos processados (CLEMENTE; TBRE, 1998; PRABHA;
PATWARDHAN, 1986; VAMOS, 1981, apud VALDERRAMA et.a2001).0 controle do
escurecimento enzimatico pode ser feito atravésé&tedos quimicos e/ou fisicos.

Os métodos quimicos estdo baseados em um sisteilantax que necessita da
presenca de trés compostos: enzima, oxigénio eratddPara evitar a oxidagao € necessario

inativar a enzima ou eliminar o oxigénio. Entreterd inativacdo das enzimas € algumas
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vezes prejudicial e a eliminacdo do oxigénio éilifNeste caso, o Unico recurso possivel € o
uso de substancias antioxidantes (BRAVERMAN, 19881aFAGUNDES et al., 2005).

Os métodos fisicos incluem redugéo de temperatuiaativagdo térmica da enzima,
protecdo do produto contra oxigénio, desidratag8o,de atmosfera modificada, embalagens
ativas e outros. (MARTINEZ; WHITAKER, 1995, apud MMEIRA et al., 2008). O
processamento térmico visa aumentar sua vida @@rantir a satde do consumidor, porém
deve ser conduzido de forma a manter as caragtasisgsensoriais mais proximas do suco
naturalfrescq seguindo uma grande tendéncia de preferéncisodsumidor (NETO, 1999
apud DELLA TORRE, 2003).

Dependendo do tipo de produto final desejado, oo steguer uma etapa de
clarificagdo. A clarificagdo convencional envolve utilizacdo de coadjuvantes como
albumina, gelatina, caseina, quitosana, ou beatomjie tem por objetivo melhorar o
processo de filtracdo e clarificacdo (VARNAM e SLHRLAND apud SANTIN 2004).

Objetivou-se realizar a inativacdo enzimatica doostle maca atraveés de tratamento

quimico e térmico seguido de clarificagdo com tdiadomacea e gelatina.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS
2.1.1 Obtencéo do suco de maca
A producdo do suco foi realizada comacés de cultivar Fuji, as quais foram
selecionadas manualmente, limpas e lavadas e @ estttaido em centrifuga domeéstica
(Black&Decker).
2.1.2 Tratamento quimico
O suco obtido apds a centrifugacao foi tratado guamente com as combinacdes de

acido ascorbico e metabissulfito de sodio (0,5 04le%; 0,25 % e 0,1 %; 0,1 % e 0,1 %; 0,5
% e 0,05 %; 0,5 % e 0,01 %; 0,25 % e 0,01 %; 0,653®1 %). Apds 10 min de tratamento,
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foi realizada a avaliacédo subjetiva da cor e salsrsucos. A avaliacao foi realizada pelos
membros da equipe objetivando-se definir qual dambinacdes inibiram visualmente o

escurecimento enzimatico sem deixar sabor reseldascaracterizar o sabor natural da fruta.

2.1.3 Tratamento térmico e clarificacao

Apés definir quais eram as melhores concentracdes adido ascorbico e
metabissulfito de sddio, o suco foi filtrado a véctratado térmicamente a 83°C por 3 min, e
apos foi feita a clarificacdo com 40 mg/L de tati@omacia e 300 mg/L de gelatina. O suco
foi resfriado por 2 h a 4°C, filtrado a vacuo e azenado em refrigerador a 5°C.

Um suco controle, ndo tratado quimicamente, foidpzralo. O tratamento térmico e a
clarificagcéo foram realizados da mesma forma quguco tratado.

2.1.4 Atividade enzimatica

As analises da atividade enziméatica daxpgase e polifenoloxidase foram realizadas
no suco apos o tratamento quimico, apos tratanmémntoco e apds clarificagéo.

A atividade da polifenoloxidase foi detémada 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 tampéao fosfato pH 6,0 e 0,1 dalsolucdo enzimatica (suco). As
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 bBscia por grama de proteina da
amostra.

A atividade de peroxidase foi determanadtilizando 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 solueagdao fosfato pH 6,0 e 0,5 mL da
solucéo enzimatica (suco). As reacdes foram retdiza 37°C, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 e

30 min, sendo interrompidas pela adicdo de 1 mH@e1 N. O escurecimento enzimatico
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foi avaliado pela leitura da absorbancia das am®stm espectrofotbmetro a 470 nm. Uma
unidade de atividade de POD foi definida como o ent; de uma unidade de absorbéncia
por grama de proteina da amostra.

O calculo das atividades enziméaticadditd para ambas as enzimas, polifenoloxidase
e peroxidase, conforme a Equacdol (AE=(ABS-ABSimg(eina]*vol.extrato)), onde AE é a
atividade enzimatica(U), ABS € a absorbancia, ABSbabsorbancia do branco, [proteina] &
a concentracao de proteina(mg) e vol.extrato dumede extrato.

A partir das atividades enziméticadas foi calculado o potencial de inibicdo dos

tratamentos conforme a Equacéao 2 (Pi%=(AEcontrd#rastamento/AEcontrole)*100), onde
Pi é o potencial de inibicdo, AEcontrole € a atwdd enzimatica do controle e AEtratamento

é atividade enzimética do tratamento.

2.1.5 Avaliacdo Sensorial

Os sucos nao tratado quimicamente (ctte tratado com metabissulfito de sédio
(0,01 %) e acido ascorbico (0,05 %) foram tratadésnicamente e clarificados e
posteriormente submetidos a avaliagdo sensoriavesr dos testes de aceitabilidade e
preferéncia pareada. No teste de aceitabilidadeitsalse aos julgadores para avaliarem os
seus sentimentos em relacdo a cada amostra ufitizama escala hedonica de 9 pontos,
variando de “gostei extremamente” a “desgosteeexaimente”. Os atributos avaliados foram
0 aroma, o sabor, a turbidez e a impressao gl@stesultados foram avaliados através de
Andlise de Variancia (Anova) com nivel de significéa de 5 % para determinar a diferenca
entre as amostras. A comparacado entre as mediaaolas amostras foi feita utilizando o
teste de Tukey de diferencas entre médias, baseadibabela 12 do Manual de Analise
Sensorial- Testes Discriminativos e Afetivos (Eea,2000).

No teste de preferéncia pareada swliese aos julgadores para indicarem a amostra
de sua preferéncia quanto aos atributos cor, sabama, turbidez e impresséo global. Esta
avaliacdo testa a escolha de uma amostra sobresa Alanélise dos resultados foi feita com
base na Tabela 4 (Testes de comparacdo pareadenddebicaudal) do Manual de Analise

Sensorial- Testes Discriminativos e Afetivos (Eea,2000).
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Avaliacao Sensorial Preliminar

A partir da avaliacdo sensorial preliatirdos sucos sem tratamento e dos sucos
tratados com as combinacfes de acido ascorbicdabissulfito de sédio de 0,5 % e 0,1 %;
0,25 % e 0,1 %; 0,1 % e 0,1 %; 0,5 % e 0,05 %906 0,01 %; 0,25 % e 0,01 %; 0,05% e
0,01 %, verificou-se que todas as combinacdesd@side acido ascérbico e metabissulfito de
sédio ocasionaram inibicdo visual do escurecimemtmimatico durante todo o tratamento,
demonstrando que as combinacOes testadas foramn&fE para minimizar a oxidagéo
enzimética, impedindo a formacdo de pigmentos escuoausados pela acdo das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase. As menores conogiesa utilizadas de acido ascorbico e
metabissulfito de sodio (0,05 % e 0,01 %, respaniente), permitiram a obtencdo de um
suco de melhor sabor, comparada as outras cong@edrdestadas, sem descaracterizar o
sabor da fruta. Dessa forma, os ensaios de atwidadimatica foram realizados no suco
tratado com 0,05 % de acido ascorbico e 0,01 %etabissulfito de sodio.

2.2.2 Potencial de inibicdo de atividade enzimatica

A Tabela 1 apresenta o potencial de gaibidas atividades das enzimas peroxidase e
polifenoloxidade do suco de mac¢éa no tempo de 30dmireacdo, apos o tratamento quimico
com &cido ascorbico 0,05 % e metabissulfito decsOdd1l %, apds o tratamento térmico e
apos a clarificacdo. Apds o tratamento quimico dooscom éacido ascorbico 0,05 % e
metabissulfito de sodio 0,01 % foi observada umhbigéo de 72,25 % para a enzima
peroxidase no tempo inicial de reacéo , sendo quaiar inibicdo desta enzima ocorreu no
tempo de 30 min de reacdo, com uma reducdo de 83,88 atividade. Apos o tratamento
térmico, o maior potencial de inibicdo da peroxed&s verificado no tempo de 30 min de
reagdo, indicando uma inibicdo de 97,4 %, ou splase uma inativacdo completa desta
enzima, e apos a clarificacdo do suco, o potenlgahibicdo da peroxidase foi de 100 %
desde o tempo zero de reacgéao, logo, a acao daigeesexoi totalmente inativada. A enzima

polifenoloxidase foi totalmente inibida desde aanaento quimico.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 7/12
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

Resultados semelhantes para o tratamento térmiamfencontrados por Nogueira e
Silva (1989), que trataram termicamente a mac¢&°@ §or 2 min obtendo a inativacao total
(100 %) das enzimas polifenoloxidase e peroxid&@eando a macéa foi tratada com
metabissulfito de potassio (0,05 %, 0,1 % e 0,2 &yrreu a inativagdo da enzima
polifenoloxidase e a enzima peroxidase apresergau+®educdo de sua atividade de 80 %,
similarmente ao que ocorreu neste trabalho congdelao efeito do tratamento quimico sobre
a acao da polifenoloxidase. Quando a maca foidsatam &cido ascérbico (0,5 % e 1,0 %)
ocorreu a inativacao total das enzimas polifendlase e peroxidase (NOGUEIRA; SILVA,
1989).

Tabela 1 Potencial de imibigdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidade no tempo de 30 min,
apos o tratamento quimico, tratamento téermico e clarificagio (suco final)

Potencial de inibicdo do Potencial de inibicdo Potencial de
suco com tratamento do suco com inibigdo do suco
quimico tratamento térmico final
(“o) ¥o) (“a)
Tempo (min) POD PPO POD PPO POD PPO
0 72,25 100 05.08 100 100 100
5 78.15 100 91.69 100 100 100
10 79.46 100 04.05 100 100 100
15 77.00 100 02.68 100 100 100
20 80.90 100 94.43 100 100 100
25 T8.78 100 06.59 100 100 100
30 83.33 100 07.40 100 100 100

Valderrama et al. (2001), estudaram damnanto térmico de casca de maca a
temperatura de 75°C por 10 min e obtiveram 85 %pakencial de inibicdo da enzima
peroxidase. Para a enzima polifenoloxidase ocasrel@créscimo continuo da atividade da
enzima ateé inativacao total.

Nogueira e Silva (1989) estudaram a wagho das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase da maca utilizando &cido ascoérbico mexentracdes 0,1 %, 0,5 % e 1%;
metabissulfito de potassio nas concentracdes 0,05286 e 0,2 % e tratamento térmico nas
temperaturas de 70° C, 80° C e 90° C por 2 min.n&inea peroxidase apresentou uma
atividade muito baixa, e o tratamento que se mostrais eficiente para sua inativacao foi o

tratamento térmico. Com o &cido ascorbico, tamb&eoaseguiu a inativagdo total, enquanto
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0 metabissulfito se mostrou menos eficiente, enadoas concentracdes utilizadas. Para a
inativacdo da polifenoloxidase, o método mais efitd foi 0 metabissulfito, pois na menor
concentracdo usada, ja houve a total inativac&ndana. O tratamento térmico também se
mostrou eficiente bem como o emprego do acido bemjrmas menos eficiente que o
metabissulfito. Assim levando-se em consideracémb&zdo das duas enzimas, no estudo de
Nogueira e Silva (1989), o tratamento térmico pasaEr 0 mais indicado no caso da maca.
Em comparacdo com o estudo citado anteriormenteggtamento quimico realizado
neste trabalho, combinando dois agentes antioxadafmetabissulfito de sédio e acido
ascorbico) apresentou melhores resultados, umaguezas concentracdes usadas foram

inferiores e ocasionaram elevados potenciais tecam.

2.2.3 Andlises Sensoriais

A Tabela 2 apresenta o resultado do wstaceitabilidade dos sucos sem tratamento
(A) e tratado com agentes quimicos (acido ascor®job % e metabissulfito de sédio 0,01
%), tratamento térmico e clarificacdo (B), em rétaeaos atributos de aroma, sabor, turbidez e
impressao global. Os atributos aroma, sabor, tagbaimpressao global, apresentaram mais

notas entre 7 e 8, as quais se apresentam na escdlaica entre gostei moderadamente e

gostei muito.
Tabela 2 Resultados do teste de aceitabihdade
Aroma Sabor Turbidez Impressio global
Amostra A B A B A B A B
Meédia 7 6.3 7.5 6.9 6.8 7 7.4 7.1
Desvio 1.2 1.8 1 1.6 1.1 1.5 0.9 1.3
CcvV 16,8 28,8 13,4 22.6 16,3 21.2 12,6 18.6

A Tabela 3 apresenta a andlise de vasaéamas respostas dos julgadores no teste de
aceitabilidade dos suco sem tratamento (A) e catartrento (B) com relacdo aos atributos de
aroma, sabor, turbidez e impressao global. Verdieajue as amostras de suco diferiram
guanto a aceitabilidade a um nivel de significanigal0 % somente quanto aos atributos de
aroma e sabor. Se levado em consideragdo um ildesieaconfianca de 95 % né&o houve

diferenca significativa entre as amostras de statado e nao tratado quanto a aceitabilidade
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dos julgadores. Apesar do suco tratado apresergdtomaspecto que 0 suco nédo tratado
devido a inibicdo do escurecimento enzimatico, éude de no teste de aceitabilidade as
amostras serem apresentadas de forma monadicalgadores, estes ndo indicaram rejeicdo

maior ao suco nao tratado.

Tabela 3 Valores do nivel de significincia entre os atributos

Nivel de significdncia

Aroma 0.098
Sabor 0,082
Turbidez 0,625
Impressio global 0.261

A Tabela 4 apresenta os resultados do teste derginefa pareada entre as amostras A
(suco sem tratamento) e B (suco tratado), em relagéa atributos de aroma, sabor, turbidez e
impressao global. Foram testados 24 pares de ama@stpara que haja diferenca significativa
entre as amostras a 5 % de significancia, o numéngmo de respostas a favor de uma das
amostras deve ser 18 (FERREIRA, 2000), logo as @dmasstras apresentaram-se iguais

guanto a esses atributos.

Tabela 4 Resultados do teste de preferéncia pareada entre as amostras A e B

Atributos Cor Sabor Aroma Tutbidez  Impressio global
Amosta A B A B A B A B A B
Avaliacdes 9 15 11 13 16 8 10 14 10 14

O tratamento quimico ocasionou a inativacdo enzaianét portanto, a estabilizacdo da
cor no suco tratado. Ja no suco sem tratamentdefestos de turbidez e cor observados
foram minimizados através da realizagé@o do traténg&nmico da clarificacdo. O tratamento
térmico pode ter ocasionado a precipitacdo proeida componentes de cor, 0s quais foram
removidos atraveés da clarificacdo, minimizandofegas do escurecimento enzimatico. Com
esse resultado, a etapa do tratamento quimicoez&adiferenca quanto a avaliagcao do atributo
cor, assim, um suco produzido somente com o tratniérmico e clarificagéo é suficiente

para obter um suco com caracteristicas sensocaitgaeis.
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Além disso, apesar dos testes sensoriais ndo teapresentado diferencas
significativas, alguns julgadores realizaram obsedes nas fichas sensoriais, sobre o sabor
ndo natural ou modificado perceptivel no suco d@tguimicamente. Ainda, segundo 0s
julgadores, o suco tratado quimicamente apresesgamenos doce comparado com O Suco
sem tratamento. Estas caracteristicas sensoridissajaveis podem ser atribuidas ao
metabissulfito de sédio, que, apesar de serem @S I@@atos agentes antiescurecimento,
estdo sujeitos a restrices devido aos efeitosrsatveue podem causar ao produto, como
perda de textura, desenvolvimento de sabor desagrbd perda de vitamina B1 (ROUX et
al., 2003; BILLAUD et al., 2003, apud OLIVEIRA ek ,a22008). O acido ascorbico ndo tem
sido responsabilizado por alteracdes de sabor xdurée sendo também atoxico (PARRY,
1995 apud FAGUNDES et al., 2005).

Assim, a estabilizacéo da cor através do tratamguimico com acido ascorbico e
metabissulfito de sodio, pode ndo ser uma alteaiavel comercialmente. Uma alternativa
seria a estabilizacdo da cor utilizando processesseparacdo por membranas, como
microfiltragc&o, ultrafiltracdo e osmose inversap&sficamente na clarificacdo de sucos, tais
processos apresentam diversas vantagens, entreigssg pode destacar: a baixa demanda
energética, ou seja, ndo requer utilizacdo de calesta forma, separacbes envolvendo
proteinas ou outros compostos termolabeis, conamuitas, sdo favorecidas uma vez que séo
preservados nutrientes e constituintes de aromaber,sestes, fatores importantes para a
qualidade do produto final; a eliminagdo do usdellea diatoméacea, reduzindo tanto o custo
para a aquisicdo do auxiliar de filtragdo quantousto para o seu descarte; 0 aumento da
qualidade do produto pela reducdo da sua turbme@zimento do rendimento do processo; a
reducdo de custos e do tempo de trabalho e a puosgie de recuperacdo da enzima
(SANTIN, 2004; GOMES, 2006).

3 CONCLUSAO

A combinacdo do acido ascorbico e metabissulfitosddio foi eficiente para a
estabilizacdo enzimética do suco de maca, umaweestes sais inibiram a acdo das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. A realizacdo dairento térmico e clarificacdo com gelatina

e terra diatomacia ocasionou a inativacao totaatesnzimas.
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A andlise sensorial dos sucos nao tratado e tratawhometabissulfito de sodio (0,01
%) e acido ascorbico (0,05%), apOs tratamento térmiclarificacdo, demonstrou ndo haver
diferencgas significativas entre as amostras.

O tratamento térmico e a clarificacdo foram efsapara a estabilizacdo da cor e
turbidez dos sucos, uma vez que ambos sucos (iragathdo tratado quimicamente)

apresentaram-se claros e limpidos.
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