UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

JANAINA MARIA MARTINS VIEIRA

MACERACAO ENZIMATICA DE PELICULA COMESTIVEL DE CAJA (Spondias

mombin L.) PARA A EXTRACAO DE CAROTENOIDES

FORTALEZA
2010



JANAINA MARIA MARTINS VIEIRA

MACERACAO ENZIMATICA DE PELICULA COMESTIVEL DE CAJA (Spondias
mombin L.) PARA A EXTRACAO DE CAROTENOIDES

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do Curso
de Pé6s-Graduagcdo em Engenharia Quimica, da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia Quimica.

Area de concentracdo: Processos Quimicos e
Biogquimicos.

Orientador: Dr. Gustavo Adolfo Saavedra Pinto.

FORTALEZA
2010



V715m

Vieira, Janaina Maria Martins

Maceracdo enzimatica de pelicula comestivel de caja (Spondias
mombin L.) para a extragdo de carotendides / Janaina Maria Martins Vieira,
2010.

65 f. ; il. color. enc.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Adolfo Saavedra Pinto
Avrea de concentragio: Processos Quimicos e Bioquimicos.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Ceara, Centro de
Tecnologia. Depto. de Engenharia Quimica, Fortaleza, 2010.




iii

JANAINA MARIA MARTINS VIEIRA

MACERAGAO ENZIMATICA DI PELICULA COMESTIVEL DE CAJA (Spondias
mombin 1.y PARA A EXTRACAO DE CAROTENOIDES

Disserlagio submetida a Coordenagio do Curso de Pos-Gradusg@o em Fngenharia Quimicn,
da Universidade Federal do Ceard, como requisilo parcial pary a oblengio do grau de Mestre
cm Fngenharia Quimica. Arca de concentragiio em Processos Quimicos ¢ Bioguimicos.

Aprovada em 24/ 02/ 2000 .

BANCA DXAMINADORA

f _é'ﬂ/\;ﬂ‘ AL 3 e MES
r. Gustavo Adol yh Suavedra Pinto [()l ientador)
EMBRAPA Agroindistria Tropical - CLE

20 <
> .‘ o, T (, '1 ;

& j')r Fdy ‘wu.sa dt: Brito
ropical - CE

onorata da Silva
ina Grunde/UIFCG - PB

I’mﬁ Dr. Flavio ianiz
Universidade Federal de C.



A Deus e aos meus pais

Itamar e Margaret, dedico.



vi

AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir estar aqui.

A Universidade Federal do Ceara pela oportunidade de realizar a graduacédo em
Engenharia de Alimentos e 0 mestrado em Engenharia Quimica.

A Embrapa Agroindustria Tropical, pela oportunidade de realizacdo da parte
experimental deste trabalho nas dependéncias do Laboratdrio de Bioprocessos.

A Capes, pela concessdo da bolsa de estudos durante todo o periodo do mestrado.

Ao orientador Dr. Gustavo Adolfo Saavedra Pinto, por ter me amparado e
acreditado em mim, além de ter dado o presente de me orientar e sempre me guiar durante
todo o mestrado.

Ao pesquisador Dr. Edy Sousa de Brito, pela participagdo e ensinamentos
ofertados durante todo o trabalho.

Ao professor Dr. Flavio Luiz Honorato da Silva pela participacdo, apoio e
orientacdo principalmente na estatistica deste trabalho.

A professora Andréa pela participagio e colaboragio dada a este trabalho.

Aos professores do Programa de Pés-graduacdo do Departamento de Engenharia
Quimica pela convivéncia, paciéncia e ricos ensinamentos.

A Maria, secretaria da coordenacdo da Pos-graduacdo, pelo convivio, amizade,
risadas e licdes que tornavam o trabalho mais alegre.

A professora Maria do Carmo pela amizade, oportunidade e licdo de vida durante
grande parte da minha graduacdo e até os dias atuais.

Aos meus amigos da graduacdo Carlos Eliardo, Bruna Rabelo, Carla Couto, llane
Ximenes e Marina Reboucas pelo apoio, companheirismo, horas de conselhos, almocos e
muitos momentos de descontracao.

As amigas Juliana Vidal, Herlene Greyce e Rachel Sales por muitos ensinamentos
e pela forga para que eu chegasse ao mestrado.

A minha turminha de mestrado Tatiane Nunes, Cleiton, Francisca Maria,
Jefferson Malveira e Milena Maria pelos varios momentos de descontracdo, perturbacao e
ensinamentos. Em especial, agradeco ao amigo Jefferson ndo so pela amizade, mas também

por grande ajuda, paciéncia, compreensdo e esclarecimentos de duvidas durante o mestrado.



vii

Aos amigos de mestrado e professores Kerolaine e Assis por toda a ajuda
oferecida durante o semestre mais cruel do mestrado. Sem a humildade e conhecimentos que
vocés me ofereceram eu ndo estaria concluindo esta etapa.

A todos do Laboratorio de Bioprocessos da Embrapa Agroinddstria Tropical que
estiveram ao meu lado nas etapas mais importantes deste trabalho. Agradeco em especial a
Adriana Crispim, Virna Luiza, Andréa Cardoso, Cyntia Ladyane, Ruann Janser, Renata
Débora e Rosa Abreu.

As amigas e praticamente irmas de coracdo Bruna Honorato e Karine Macedo,
pelo convivio, amizade, aprendizado, “clubes da luluzinha”, carnavais, farras, forrds, pagodes,
participacdo e conselhos em todos 0s momentos que precisei.

Ao0s meus pais, Itamar e Margaret, por sempre pensarem em mim antes de pensar
em si mesmos. Por terem renunciado de muitas coisas e momentos para que eu realizasse esta
etapa tdo importante para mim e para minha vida. Muito obrigada por terem acreditado em
mim, sem VOCés eu nada seria.

A minha irmd Marieta, pelos conselhos, pelas brigas, discussdes, crises
existenciais, farras e por me guiar sempre pensando no melhor para mim, tudo isto serviu e foi
de muito aprendizado e colaboragéo para hoje eu estar realizando mais um sonho.

A minha irmi Luciana, e minhas queridas sobrinhas Ana Leticia e Lavinia pela
compreensdo, descontracdo, momentos de alegrias que me deixaram mais tranquila para
percorrer 0 mestrado.

A tia Marta, por simplesmente existir e sempre estar disponivel a ajudar sem
medir esforcos.

Ao Edinardo, por na época em que foi apenas meu amigo ter acreditado no que eu
queria para minha vida e ter dado toda a forca para que eu acreditasse no meu potencial. E
hoje, obrigada por todo o amor, paciéncia (e que paciéncia), por me escutar e durante nosso
convivio ainda me aconselhar sempre procurando me ajudar. Obrigada por tudo que tem feito.

A todos da minha familia pela ajuda e forca durante esta importante etapa da
minha vida.

Aos que participaram de alguma forma e me ajudaram em mais esta etapa,

obrigada.



viii

Bom mesmo é ir a luta com determinacéo,
abracar a vida e viver com paixdo. Perder com
classe e vencer com ousadia, pois o triunfo
pertence a quem mais se atreve e a vida é muito

para ser insignificante.”

(Charles Chaplin)



RESUMO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial no setor de fruticultura. A Regido Nordeste se
destaca devido ao sabor e aroma exdtico de seus frutos e a sua enorme diversidade. Porém,
partes dessas frutas, além de pereciveis, sdo sazonais e dai a necessidade de se buscar
alternativas técnicas e econdmicas para o0 aproveitamento do excedente de producéo,
possibilitando o seu consumo e exportagdo durante todo o ano. O aumento da produgéo gera
uma preocupacao em relacdo aos impactos ambientais provocados nos ecossistemas naturais.
Os problemas relacionados a geracdo de residuos sélidos, e sua implicacdo na salde, meio
ambiente e qualidade de vida, tem se agravado nas Ultimas décadas principalmente pela falta
de politicas institucionais para o setor. Um forte exemplo dentre estas frutas, é o fruto da
cajazeira (Spondias mombin L.), que no Brasil é encontrada principalmente nos estados do
Norte e Nordeste. As frutas e outros vegetais contém substéncias antioxidantes distintas, cujas
atividades tém sido bem comprovadas nos Gltimos anos. A presenca de compostos fenolicos,
tais como flavondides, acidos fendlicos, antiocianinas, além dos ja conhecidos; vitaminas C, E
e A contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos. A presenca de carotenodides no
caja, e principalmente em seus residuos, possibilitou sua utilizacdo para extrair carotendides
de sua pelicula através da maceracdo enzimatica. Inicialmente realizou-se a caracterizacdo
quimica da pelicula e posteriormente a caracterizacdo dos complexos enzimaticos a serem
utilizados. Para a maceracdo foram realizadas analises preliminares como: avaliacdo da razéo
polpa:dgua, quantidade de enzima a ser adicionada e determinagdo do melhor complexo
enzimatico a ser utilizado. Avaliou-se também a necessidade de trituracdo da pelicula
comestivel de caja. Na extracdo de carotenodides por hidrolise enzimatica, realizou-se um
planejamento fatorial fracionario 2% com um ponto central, onde se variou fatores como
quantidade de enzima, temperatura de maceracdo e tempo de maceracgéo. Verificou-se que a
pelicula comestivel de caja apresenta caracterizacdo fisico-quimica mais rica em termos de
proteina e lipidios que a polpa de caja. As preparacdes enzimaticas apresentaram atividades
pectinoliticas, xilanoliticas, amiloliticas e celuloliticas. A razdo polpa:agua adequada para a
maceracdo de pelicula foi de 1:4, assim como o tempo de trituracdo mais eficiente foi de 30s.
A preparacdo enzimatica Pectinex XXL mostrou-se mais eficiente na maceracdo da pelicula
comestivel de caja, provavelmente devido ao seu maior contetido de pectinoliase. E possivel
extrair carotendides de pelicula comestivel de caja através de hidrdlise enzimatica utilizando
meio aquoso. A condicdo de melhor recuperacgdo de carotendides utilizou 150uL do complexo
enzimatico, 3h de maceracdo a uma temperatura de 35°C.

Palavras-chave: Caja, maceracdo enzimatica, carotenoides.



ABSTRACT

Brazil is third largest producer in sector of fruit production. Northeast stands out due to flavor
and aroma of exotic fruit and its enormous diversity. However, parts of fruit, and perishable,
are seasonal, hence need to seek technical and economic alternatives to use of surplus
production, allowing for consumption and export throughout the year. The increase in
production creates a concern about environmental impacts caused to natural ecosystems. The
problems related to solid waste generation, and its effect on health, environment and quality
of life has worsened in recent decades due to lack of institutional policies for sector. A strong
example of how these fruits is fruit of hog plum tree (Spondias mombin L.), which in Brazil is
found mainly in North and Northeast. Other fruits and vegetables contain different
antioxidants, whose activities have been well documented in recent years. Presence of
phenolic compounds such as flavonoids, phenolic acids, antiocianinas, besides those already
known, vitamins C, E and A contribute to beneficial effects of these foods. Presence of
carotenoids in the yellow mombin, and especially in its waste, allowed its use for extracting
carotenoids from their pellicle by enzyme maceration. Initially this was done to establish the
composition of pellicle and then characterization of enzymatic complexes to be used. For
maceration were conducted as preliminary analysis: evaluation of pulp reason: water, amount
of enzyme to be added and determine the best enzyme complex to be used. We also evaluate
the need for grinding yellow mombin edible pellicle. In the extraction of carotenoids by
enzymatic hydrolysis, there was a fractional factorial design 2 with central point, which
varied factors as amount of enzyme, maceration temperature and maceration time. It was
found that yellow mombin edible pellicle presents physical-chemical richer in terms of
protein and lipids that the yellow mombin. Enzyme preparations showed pectinolytic
activities, xylan, amylolytic and cellulolytic. Reason pulp: water suitable for soaking pellicle
was 1:4, and time crunch was more efficient 30s. Enzyme preparation Pectinex XXL was
more efficient in maceration of yellow mombin edible pellicle, probably due to their higher
content of pectinoliase. It is possible to extract carotenoids from yellow mombin edible
pellicle by enzymatic hydrolysis using aqueous medium. The condition of better recovery of
carotenoids used 150uL of enzyme complex, 3h liquors at a temperature of 35 °C.

Keywords: Yellow mombin, enzyme maceration, carotenoids.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o agronegocio representa o segmento mais significativo de nossa
economia, correspondendo a 34% do PIB nacional, gerando 37% dos empregos e sendo
responsavel por 42% das exportacdes brasileiras.

No setor de fruticultura, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial, ficando
apenas atras da China e India. Contudo as exportacdes brasileiras de frutas é ainda muito
incipiente diante da grandeza da producdo. Por outro lado, no mercado interno, o consumidor
estd cada vez mais exigente em busca de produtos saudaveis e de qualidade (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

A Regido Nordeste possui clima predominantemente seco, porém bastante
favoravel ao cultivo de frutas tipicas de clima tropical. Destaca-se como um grande produtor
de frutos tropicais nativos e exdéticos, em virtude das condi¢bes climaticas favoraveis. A
producdo e a consequente industrializacdo destas frutas vém sendo um ponto forte na
economia desta regido (SANTOS e FERRAZ, 2009).

A fruticultura tropical, nesta regido, constitui-se em atividade econdmica
potencial, devido ao sabor e aroma exdtico de seus frutos e a sua enorme diversidade. O
resultado desses esforcos pode ser percebido pela elevagdo do Valor Bruto de Producéo
(VBP) de frutas na Regido, que atingiu o patamar de R$ 7,9 bilhGes, para um total de R$ 25,2
bilhGes correspondentes ao setor agricola, deixando o segmento com 31% do valor de toda a
agricultura regional em 2008, ultrapassando até a pecuaria (com R$ 6,8 bilhdes) (NETO,
2009; SILVA, 2008).

Partes dessas frutas, além de pereciveis, sdo sazonais e dai a necessidade de se
buscar alternativas técnicas e econdmicas para o aproveitamento do excedente de producao,
possibilitando o seu consumo e exportacdo durante todo o ano. O aumento da produgéo gera
uma preocupacao em relacdo aos impactos ambientais provocados nos ecossistemas naturais.
Os problemas relacionados a geracdo de residuos solidos, e sua implicacdo na saude, meio
ambiente e qualidade de vida, tem se agravado nas Gltimas décadas principalmente pela falta
de politicas institucionais para o setor. A implantacdo de um sistema para reciclagem do
residuo sélido gerado pela industria de processamento de frutas mostra-se pertinente, pois
agrega valor econémico ao bagaco das frutas, além de reduzir os problemas ambientais

decorrentes desta atividade industrial. Desta forma, o processamento de tal residuo configura-



se como uma forma dindmica de destinacdo deste material, promovendo a geracdo de
empregos e renda para a populacdo dessa regido (SILVA, 2008).

Um forte exemplo dentre estas frutas exoticas, € o fruto da cajazeira (Spondias
mombin L.), uma arvore frutifera da familia Anacardiaceae, que se encontra dispersa nas
regides tropicais da América, Africa e Asia. No Brasil, a cajazeira é encontrada
principalmente nos estados do Norte e Nordeste e seus frutos sdo conhecidos como cajé, caja
verdadeiro, caja-mirim ou tapereba. A cajazeira ainda ndo é cultivada em escala comercial,
sendo considerada planta em domesticacdo e de exploracdo extrativa. Mesmo assim, tem
participacdo crescente no agronegocio da regido Nordeste, principalmente pela
comercializacdo dos seus frutos para consumo como fruta fresca e processamento de polpa. O
fruto é caracterizado como drupa de 3 a 6 cm de comprimento, ovoide ou oblongo, achatado
na base, cor variando do amarelo ao alaranjado, casca fina, lisa pouco espessa também
variando do amarelo ao alaranjado, suculenta de sabor acido-adocicado (SACRAMENTO e
SOUZA, 2000). Apresenta excelente sabor e aroma, além de rendimento acima de 60% em
polpa, e por isso sdo amplamente utilizados na confeccdo de polpas, sucos, picolés, sorvetes,
néctares e geléias de excelente qualidade e valor comercial.

Segundo Broinizi et al. (2007), as frutas e outros vegetais contém substancias
antioxidantes distintas, cujas atividades tém sido bem comprovadas nos Ultimos anos. A
presenca de compostos fenolicos, tais como flavonoides, &cidos fendlicos, antiocianinas, além
dos ja conhecidos; vitaminas C, E e A contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos.

Os carotendides sdo compostos lipossoluveis, poliisoprendides que formam um
dos mais importantes grupos de pigmentos naturais encontrados na natureza e sdo insoltveis
em meio aquoso. Embora as principais fontes dos carotendides sejam as plantas, eles sdo
também encontrados nos microrganismos e nos animais, sendo armazenados em diferentes
tecidos. No entanto, o conteddo de carotendides nos frutos depende da espécie, variedade,
safra e grau de maturagcdo. A distribuicdo destes compostos também apresenta variacGes
consideraveis, sendo geralmente mais concentrados na pelicula do que na polpa de alguns
frutos (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 1989).

Os carotendides ocorrem invariavelmente nos cloroplastos de plantas superiores,
ainda que neste tecido fotossintético sua cor esteja mascarada pela clorofila. Também s&o
encontrados em algas, bactérias, fungos e leveduras. Estima-se que a natureza produza cerca
de 100 milhdes de toneladas de carotendides por ano (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999b).

Rodriguez-Amaya e Kimura (1989) determinaram a composicao de carotendides e

o0 valor de vitamina A do caja, detectando e identificando 7 carotendides. A polpa com casca



apresentou um contetdo total de carotendides de 25,8mg/g, o contetdo total na polpa foi de
17mg/g. Em termos de vitamina A, a remocdo da casca causa um decréscimo de
aproximadamente 30% (187,3 para 135,0 RE'/100g). Desta forma, estes autores sugerem que
em termos nutricionais € melhor se consumir 0 caja com a casca, que segundo Silva et al.
(1997) também é chamada de pelicula comestivel.

A presenca de carotendides no caja, e principalmente em seus residuos,
possibilitou sua utilizacdo para extrair carotendides de sua pelicula através da maceracéao
enzimatica. A grande vantagem sera a transformacéo de um residuo sem utilizacdo, sem valor
comercial, que ainda apresenta custos para seu descarte e é potencialmente um causador de
prejuizos ao meio ambiente. Podendo ser transformado em ingredientes para utilizagéo e
aproveitamento em outros ramos da industria. Adicionalmente, o que € hoje um material de
descarte, demandando custos para seu transporte até depdsitos apropriados de lixo, podera se
transformar em mais uma fonte de receita para a empresa.

Desde a Antiguidade que os alimentos vém sendo transformados por via
biotecnoldgica. A biotecnologia em si, pode ser definida como a utilizacdo de seres vivos
viaveis, ou porcOes ativas deles, para a producédo de bens e servicos. As enzimas sao utilizadas
na industria alimentar para acelerar reacBes quimicas especificas (LIMA e MOTA, 2003).
Tém sido utilizadas pelo homem hé varios séculos. A hidrdlise de produtos com enzimas é um
meio atraente de oferecer propriedades funcionais e nutricionais.

Entretanto, a partir das primeiras décadas do século XX que o desenvolvimento da
tecnologia de enzimas se intensificou. A descoberta de novas enzimas integrantes das vias
metabdlicas, 0 aumento do conhecimento das propriedades das enzimas, a constatacao de que
quase todas as enzimas de interesse industrial podem ser produzidas por microrganismos € o
crescimento no mercado de producdo de enzimas, foram fatores responsaveis para a evolucao
da tecnologia enzimatica. Na industria de panificacdo, enzimas ja sdo utilizadas como
alternativa aos emulsificantes, firmando a massa e deixando o produto mais macio e flexivel
por mais tempo (NOVOZYMES, 2002). Na industria cervejeira, as enzimas sdo adicionadas
com auxiliares e oferecem a possibilidade de criacdo de novos tipos de cerveja ao aumentar o
grau de fermentacdo. Em vinhos, as enzimas proporcionam a extracdo de mais cor e mais
taninos (NOVOZYMES, 2005).

! RE = retinol equivalente



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar extracdo de carotendides de pelicula comestivel de caja utilizando

maceracao enzimatica.

2.2. Objetivos Especificos

« Caracterizar em termos fisico-quimicos a pelicula comestivel de caja;

« Caracterizar enzimaticamente as preparagfes comerciais enzimaticas a serem
utilizadas;

« Auvaliar a quantidade de &gua que deve ser adicionada a pelicula de caja que propicie a
atividade da enzima;

« Determinar o complexo enzimatico a ser utilizado, assim como a quantidade a ser
utilizada;

« Auvaliar a necessidade de trituracdo da pelicula;

« Avaliar o efeito do complexo enzimatico sobre a extracdo de carotendides.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O caja

A cajazeira tem como centro de origem a America Tropical, sendo também
disseminada em quase todos os quadrantes do Brasil. Na Amaz6nia, é vulgarmente conhecida
por taperebd; em Sao Paulo, Minas Gerais, por cajazeira milda e caja pequeno; nos Estados
do Sul, por cajazeira ou cajd mirim e na maioria dos Estados do Nordeste, onde ocorre
espontaneamente em condigdes silvestre competindo com outras espécies vegetais, ou em
quintais, sitios e, até mesmo, na protecdo e sombreamento do cacaueiro, € simplesmente
conhecido por caja (BOSCO et al., 2000).

A cajazeira (Spondias mombin L.) pertence a familia Anacardiaceae e ao género
Spondias, 0 qual também inclui a siriguela (Spondias purpurea L.), a cajaraneira (Spondias
cytherea Sonn.) e 0 umbuzeiro (Spondias tuberosa Arr. Cam). A cajazeira apresenta tronco
ereto, casca acinzentada, rugosa, fendida e muito grossa, copa de forma capitata corimbiforme
dominante que alcanca até 30m de altura, sendo a é&rvore mais alta do género
(SACRAMENTO e SOUZA, 2000).

A cajazeira ainda ndo € cultivada em escala comercial, e de exploracdo extrativa,
sendo considerada planta em domesticacdo. Mesmo assim, tem participacdo crescente no
agronegocio da regido Nordeste, principalmente pela comercializagcdo dos seus frutos para
consumo como fruta fresca e para processamento de polpa. Desenvolve-se em clima Umido,
subimido, quente, temperado-quente, e resiste a longo periodo de seca. No Ceara, ocorre com
maior frequéncia nas regides de precipitacdo média anual superior a 1.100mm, ou seja, nas
zonas litordneas proximas a Fortaleza e nas Serras de Guaramiranga, Meruoca, Baturité e
Ibiapaba (SACRAMENTO e SOUZA, 2000). A colheita do fruto compreende os meses de
janeiro a maio (GLOBO RURAL, 2007).

O fruto é constituido de polpa, casca e semente (Figura 1), mas apenas a polpa
assume posicédo de destaque no tocante ao aspecto comercial (BOSCO et al., 2000). Os frutos
possuem excelente sabor e aroma, além de rendimento de 60% em polpa, sendo amplamente
utilizados na confeccdo de sucos, néctar, sorvetes, geléias, vinhos, licores. Devido a sua
acidez, normalmente ndo é consumido ao natural. Na medicina popular e industria

farmacéutica e crescente a utilizacdo da cajazeira. Existem relatos de que a casca da cajazeira



é aromatica, adstringente e hemética, sendo utilizada em casos de febre biliosas e palustres,
além de propriedades antidiarréica, antidesintérica, antiblenorrgica e anti-hemorroidaria. As
folhas s&o utilizadas interna e externamente, conforme os casos; sdo Uteis contra febre
biliosas, constipacdo do ventre, dores do estbmago, complicacBes consecutivas aos partos e
certas enfermidades dos olhos e da laringe (SACRAMENTO e SOUZA, 2000).

Figura 1 — Fruto da cajazeira (A) e fruto em corte transversal (B).
(Fonte: MOURA, 2009)

3.2. Carotendides

Uma das principais teorias que explicam o poder curativo e preventivo dos
alimentos baseia-se na presenca de antioxidantes (CARVALHO et al., 2006). Os carotenoides
sdo exemplos de antioxidantes e hoje sdo de interesse de investigadores de diferentes areas do
conhecimento incluindo quimica, bioguimica, biologia, ciéncia e tecnologia de alimentos,
medicina, farmacia e nutricdo. Os carotendides sdo pigmentos naturais amplamente
distribuidos, responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha de frutas, raizes, flores,
pescados, invertebrados e passaros. Ocorrem invariavelmente nos cloroplastos de plantas
superiores, ainda que neste tecido fotossintético, seja mascarado pela cor da clorofila.
Também sdo encontrados em algas, bactérias e fungos. Rodriguez-Amaya (1999b) estimou
gue a natureza possa produzir aproximadamente 100 milhdes de toneladas de carotendides ao
ano.

A estrutura basica dos carotendides é um tetraterpeno de 40 carbonos, simétrico e
linear, formado a partir de oito unidades isoprendides de 5 carbonos unidas de maneira tal que



a ordem se inverte no centro. Este esqueleto basico pode se modificar por hidrogenacéo,
deshidrogenacdo, encurtamento ou extensao da cadeia, reordenacgéo, entre outros, dando como
resultado uma grande diversidade de estruturas. Foram encontrados e caracterizados mais de
600 carotenoides que ocorrem naturalmente. Os carotenoides hidrocarbonados se denominam
coletivamente como carotenos e 0s que contém oxigénio se denominam xantofilas. Podem ser
aciclicos, monociclicos ou biciclicos. A ciclizacdo ocorre em um, ou ambos, extremos da
molécula, formando um ou dois anéis B, ou anéis € (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999b).

A caracteristica estrutural dos carotendides (Figura 2) é um sistema extenso de
ligages duplas conjugadas, no qual consiste em alternar ligagcdes carbono-carbono simples e
duplas. Esta parte da molécula é responsavel pela capacidade dos carotendides de absorverem
luz na regido visivel, e em consequéncia sua grande capacidade de coloracdo. Requere-se pelo
menos sete ligacBes duplas conjugadas para que um carotendide produza a cor amarelo suave.
A cor se acentua, a medida que o sistema conjugado se estende. A ciclizacdo causa
impedimento, por isso o B-caroteno e o (-caroteno s@o de cor laranja e vermelho-laranja
respectivamente, ainda que tenham o mesmo numero de liga¢cdes duplas conjugadas que o
licopeno (onze), de cor vermelha. A intensidade e matiz das cores nos alimentos dependem de
quais carotendides estdo presentes, suas concentracdes e estado fisico (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999b).

A importancia dos carotendides vai além do seu papel pigmentante, enquanto
alguns sdo precursores de vitamina A, outros exibem agdo antioxidante, sendo considerados
compostos funcionais. Evidéncias epidemiol6gicas demonstram que dietas ricas em
carotenoides encontram-se associadas a reducdo do risco de incidéncia de cancer e doencas
cardiovasculares, bem como na protecdo de membranas celulares e lipoproteinas contra danos
oxidativos (OLIVEIRA et al., 2008).



B - criptoxantina

Astaxantina

Zeaxantina
Luteina

Licopeno

Figura 2 — Estrutura de alguns carotenoides.
(Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)



As frutas em geral, tém baixos niveis de pro-vitamina A quando relacionadas a
plantas com folhas, no entanto, sdo geralmente bem aceitas por criancas e adultos. Acredita-se
que a pro-vitamina A das frutas sdo mais biodisponiveis (Rodriguez-Amaya, 1999b). Por
causa da estrutura molecular de carotendides e dos muitos fatores que afetam sua
bioconversdo em retinol, a atividade bioldgica de carotendides em pro-vitamina A ndo é
equivalente ao de retinol. Estudos relatam que 1 mg de retinol é equivalente a 12 mg de B -
caroteno de frutas e 26 mg de B-caroteno em vegetais folhosos (NESTEL e NALUBOLA,
2003).

Dentre as frutas, as de clima temperado sdo normalmente ricas em antocianinas e
pobres em carotenoides, as Unicas frutas carotenogénicas de clima temperado sédo péssego,
nectarina e damasco. Em contrapartida, as frutas tropicais sdo consideradas ricas em
carotendides (SENTANIN e RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

Hiane et al. (2003) separou e quantificou carotendides da polpa in natura e farinha
de bacuri. Os principais carotendides encontrados foram, por ordem decrescente de
concentragdo, B-caroteno, {-caroteno e 3-zeacaroteno.

Sentanin e Rodriguez-Amaya (2007) determinaram 0s principais carotendides
presentes em trés cultivares de maméao e trés cultivares de péssego. Nas variedades de maméao
foi encontrado licopeno, B-criptoxantina e B-caroteno como principais carotenoides, sendo o
primeiro majoritario e nos cultivares de péssego analisados encontraram B-criptoxantina, -
caroteno e violaxantina como principais carotenoides, sendo o primeiro majoritario.

Fonseca et al. (2007) objetivou explicar as diferencas na coloracdo da polpa e da
casca entre os frutos dos mamoeiros ‘Sunrise Solo’ e ‘Golden’, e ao realizar a analise de
carotendides totais percebeu que a casca possuia um teor superior a polpa.

Em polpa de acerola recém-processada ndo congelada, foram identificados p-
caroteno, B-criptoxantina e a-caroteno (AGOSTINI-COSTA et al., 2003). Lima et al. (2002)
realizou estudos com pitanga roxa e vermelha e observou que o teor de carotendides totais do
fruto maduro foi maior do que no semi-maduro, entretanto a quantidade deste fitoquimico foi
significativamente mais elevada na pitanga roxa do que na vermelha.

Rodriguez-Amaya e Kimura (1989) determinaram a composicao de carotendides e
o valor de vitamina A do caja, detectando e identificando 7 carotendides como a-caroteno, [3-
caroteno, {-caroteno, zeinoxantina, criptoxantina, criptoflavina e luteina. A polpa com a casca
apresentou um contetdo total de 25,8mg/g de carotendides, onde 64% era constituido por f-

criptoxantina. O conteudo total da polpa foi de 17mg/g, com as concentragdes de a-caroteno,
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B-caroteno e luteina moderadamente mais altas, e da B-criptoxantina aproximadamente 50%

menor que da polpa e casca juntas.

3.3. Parede celular

Todas as partes da planta sdo recobertas por uma camada externa, cuja estrutura é
essencialmente composta por material lipidico depositado em camadas. As células individuais
sdo circundadas por uma estrutura relativamente rigida designada parede celular, cuja
composicdo, forma, espessura e tamanho dependem da funcdo das células que compdem o
tecido (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

A parede celular é uma estrutura muito complexa que possui diversas funces.
Proporciona as células rigidez mecénica, mantém a sua morfologia, controla a expansdo
celular e transporte intercelular e protege a célula contra uma grande quantidade de
organismos potencialmente patogénicos. Como muitas destas funcfes sdo exigidas ao mesmo
tempo em vérios estadios de desenvolvimento do vegetal, a parede celular possui
simultaneamente, grande flexibilidade com um maximo de resisténcia, devido a um
sofisticado controle metabdlico, com regifes de extrema complexidade, com altos contedidos
de polissacarideos, proteinas e compostos fenolicos. Assim, a determinacdo da composicédo
exata destas substdncias na parede celular, fornece importantes informacGes para o
esclarecimento das fungdes especificas que determinado tipo de célula possui (BRAGATTO,
2007).

A parede celular (Figura 3) é composta por varias camadas. A lamela média ¢é a
camada mais externa que faz a coesdo entre as células e é composta principalmente de
pectinas. A parede celular priméaria localiza-se ap6s a lamela média e a secundaria liga-se
imediatamente do lado de dentro da parede priméria, ambas consistem de microfibrilas de
celulose trancadas em conjunto num padrdo irregular, embebidas numa matriz amorfa
composta de hemiceluloses, pectinas e proteinas (CHITARRA E CHITARRA, 2005).
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Figura 3 — Estrutura da parede celular vegetal.
(Fonte: micro.magnet.fsu.edu)

A celulose encontrada na parede celular das plantas é a biomolécula mais
abundante na natureza. As plantas produzem, anualmente, cerca de 180 bilhdes de toneladas
de celulose. E produzida na forma de microfibrilas de celulose, (semi)-cristalina em cadeias
lineares de PB-1,4-D-glicose ligadas por pontes de hidrogénio (DELMER, 1999). Cada
microfibrila de celulose consiste de aproximadamente 36 cadeias lineares de glicose, cuja
organizacdo determina as propriedades mecanicas da célula e promovem 0 suporte e
resisténcia a parede celular. Em geral, a parede priméaria contém de 10 a 40% de celulose e a
secundaria aproximadamente 40 a 60% (BRAGATTO, 2007).

As hemiceluloses sdo formadas por diversos grupos de polissacarideos,
interligados as microfibrilas de celulose. Na parede priméria das plantas dicotileddneas, as
hemiceluloses mais abundantes sdo as xiloglucanas, representando aproximadamente 20%. As
xiloglucanas sdo polissacarideos cuja cadeia principal ¢ constituida por unidades de $-1,4-D-
Glicose e apresentam funcdo regulatoria, pois seus oligossacarideos, denominados de
oligossacarinas, regulam o crescimento celular. Estdo associadas as microfibrilas de celulose
por pontes de hidrogénio, e promovem a unido das microfibrilas de celulose adjacentes. Esta
interacdo parece estar relacionada as propriedades mecanicas da parede celular (FRY, 1988;
MACNEIL et al., 1984).
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3.4. Pectina

As substancias pécticas sdo polissacarideos &cidos de elevado peso molecular,
constituidas por unidades de &cido D-galacturdnico e ocorrem praticamente em todas as
plantas superiores, nas quais se encontram principalmente sob a forma de protopectinas na
lamela média e na membrana celular. Nos frutos, encontram-se nos espagos intercelulares,
estando presentes em grande quantidade nos frutos verdes na forma de protopectinas
(PIMENTA et.al., 2000).

As pectinas sdo substancias da familia dos polissacarideos, sendo os principais
constituintes da parede celular dos frutos. Quimicamente a pectina (Figura 4) é composta por
cadeias lineares de acido D-galacturénico em ligagdes a-1,4, interrompidas pontualmente por
residuos de L-ramnose em ligagdo a-1,2. Grande parte dos residuos de acido galacturénico
encontra-se esterificados com metanol, sendo as cadeias laterais compostas, principalmente,
por arabinose e galactose (LIMA e MOTA, 2003).

As pectinas contribuem para a adesdo entre as células e para a resisténcia
mecanica da parede celular. Além de seu papel importante no crescimento das células, elas
estdo envolvidas em interagdes com agentes patogénicos, e a sua quantidade e natureza sao
determinantes para a textura de frutos e vegetais em geral, durante o seu crescimento,

amadurecimento, armazenamento e processamento (BRANDAO e ANDRADE, 1999).

ac. galacturinico
metoxilado
CooH COOCH, COOCH, COOH
0
o'|/H 0 H o ¥ H H o
OH H oH H OH H OH H
H aH H GH H OH H OH
acido
galacturdnico

Figura 4 — Estrutura molecular da pectina.
(Fonte: fcfar.unesp )
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Nos ultimos dez anos, 0 modelo da estrutura molecular da pectina parecia bastante
simples. A pectina era quebrada para produzir uma pectinase forte com atividades de
pectinaliase, pectinesterase e poligalacturonase. Mas recentemente, aprendeu-se mais sobre a
estrutura de toda a parede celular (NOVO NORDISK, 1999).

3.5. Enzimas pectinoliticas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, de natureza principalmente protéica, que
participam de vérias reacdes bioquimicas, tendo como fundamental o controle metabdlico.
Estas moléculas aceleram reagdes termodinamicamente favorecidas, sendo extremamente
versateis, estereoespecificas, e de elevada importancia nos processos biotecnologicos
(COELHO et al., 2008).

As pectinases sdo enzimas hidroliticas, cuja definicdo e classificacdo se faz com
base na parte galacturano da molécula de pectina que € atacada. Embora o &cido D-
galacturdnico seja o principal constituinte das substancias pécticas, propor¢des variaveis de
outros acgucares, tais como D-galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose, L-fucose e tracos
de 2-O-metilfucose também podem ser encontrados (LEITAO et al., 1995).

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas,
produzidas em diferentes combinacBes pelas plantas e por microrganismos como fungos e
bactérias. Sdo muito utilizadas nas industrias de sucos de frutas para reduzir viscosidade e
melhorar e aumentar a eficiéncia de filtracdo e de clarificacdo; no tratamento preliminar da
uva em indastrias vinicolas; na maceracdo, liquefacdo e extracdo de tecidos vegetais; na
fermentacdo de ché, café e cacau; para melhorar a extracdo de dleos vegetais e na extragdo de
polpa de tomate. Sdo também utilizadas para reduzir 0 amargor excessivo em cascas de citrus,
restaurar o aroma perdido durante secagem e melhorar a firmeza de péssego e picles
processados. A infusdo de pectinase e 3-glicosidase aumenta o aroma e as substancias volateis
de frutas e vegetais e aumenta a quantidade de agentes antioxidantes em ¢6leo de oliva
extravirgem (UENOJO e PASTORE, 2007).

Tais enzimas sdo produzidas e vendidas por diversas empresas industriais. Os
componentes majoritarios das pectinases sdo a pectinesterase, pectinaliase e poligalacturonase
(COELHO et al., 2008).
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As enzimas pectinoliticas atuam de forma sinérgica e séo classificadas de acordo
com o0 modo de acdo sobre o substrato (CASTILHO et al., 1996). Devido a diversidade
estrutural das substancias pécticas, as pectinases tém diferentes mecanismos de acdo, podendo
ser divididas em dois grupos principais: enzimas despolimerizantes, que quebram a cadeia da
pectina por hidrolise ou clivagem transeliminativa e enzimas desmetoxilantes, que atuam
sobre 0s grupos metoxilicos presentes no substrato, sem alterar o tamanho da cadeia
(CODNER, 2001; MALVESSI e SILVEIRA, 2004).

Segundo Uenojo e Pastore (2007), a classificacdo das enzimas pécticas esta
baseada no ataque ao esqueleto galacturénico, pela preferéncia de substrato (pectina, &cido
péctico ou protopectina), acdo por transeliminacdo ou hidrolise e por clivagem randémica
(enzima endo-, liquidificante ou despolimerizante) ou terminal (enzima exo- ou sacarificante).
Existem basicamente trés tipos de pectinases:

e Desesterificante ou desmetoxilante

A pectinesterase, polimetilgalacturonato esterase ou PMGE (EC 3.1.11) catalisa a
hidrdlise dos grupos metil éster da pectina, liberando metanol e convertendo pectina em
pectato (polimero néo esterificado). Age preferencialmente no grupo metil éster da unidade de
galacturonato préxima a uma unidade ndo esterificada (Figura 5), apresenta valores de pH
Otimo variando de 4 a 8 e temperatura 6tima de 40 a 50°C. Esta presente em praticamente
todas as preparacdes enzimaticas comerciais para protecdo e melhoramento da textura e
firmeza de frutas e vegetais processados e na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas. Pode
estar envolvida em mudancas das substancias pécticas durante amadurecimento, estocagem e

processamento de frutas e vegetais.

COOH OH COOH OH

0 o]
o] o— o] o]

— + CH;0H
(0] O
y 0 o]
OH 0.CH, OH
PE

Figura 5 — Modo de acéo das pectinesterases.
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e Despolimerizantes
Sdo classificadas de acordo com a clivagem hidrolitica (hidrolases) ou
transeliminativa (liases) das ligacGes glicosidicas; mecanismos endo- (randdmica) ou exo- (a
partir do final da molécula) de acdo e preferéncia por acido péctico ou pectina como substrato.
Envolvem as hidrolases (catalisam a hidrolise de ligagdes a-1,4) e as liases (catalisam a [B-
eliminacao).
As hidrolases incluem as polimetilgalacturonases e poligalacturonases.

o Poligalacturonases ou PG: hidrolisam a-1,4 ligagdes glicosidicas entre dois
residuos de 4cido galacturénico. E a maior enzima com funcéo hidrolitica,
podendo apresentar acao endo-(hidrolise randémica) (EC 3.2.1.15) ou exo-
(hidrolise sequencial) (EC 3.2.1.67) do &cido péctico. O modo de agdo é
expresso na Figura 6.

COOR COOR

ol =0

COOR COOR

PMG/PG

Figura 6 — Modo de acdo da poligalacturonase.

As liases sdo também chamadas transeliminases, rompem ligaces glicosidicas
resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os carbonos 4 e 5 do final
ndo redutor do acido galacturénico formado e incluem as pectinaliases e as pectatoliases.

o Pectina liase (polimetilgalacturonato liase, PMGL) (EC 4.2.2.10): catalisa a
B- eliminacdo entre dois residuos de acido galacturdénico mais ou menos
esterificados. Quebram as ligacdes por transeliminacdo do hidrogénio dos
carbonos das posicoes 4 e 5 da porgédo aglicona do substrato (pectina) de
modo endo- ou exo-.

As pectina liases sdo preferiveis no processamento de sucos e vinhos, pois evitam

a producéo de metanol e com isso 0s ésteres volateis responsaveis pelo aroma especifico das
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frutas ndo sdo afetados (DELGADO, et al., 1992). O modo de agdo dessas enzimas €
mostrado na Figura 7.

o Pectato liase (poligalacturonato liase, PGL): catalisa a clivagem de ligacdes

a-1,4 de acido péctico de modo endo- ou exo- por transeliminacdo, requer

Ca’" para atividade. As endo-pectatoliases (EC 4.2.2.2) clivam a cadeia de

acidos peécticos de forma randémica, enquanto as exo-pectatoliases (EC

4.2.2.9) liberam dimeros insaturados a partir da extremidade da cadeia de

substrato.
COOR OH COOR OH
(0] (0]
O o— —O0 OH
) +
o b\
(0] (0]
OH COOR OH COOR
PL

Figura 7 — Modo de acdo das liases.

e Protopectinases
Estas enzimas solubilizam protopectina, formando pectina soltvel altamente
polimerizada. Com base nas suas aplicac6es, s@o principalmente de dois tipos: protopectinase
tipo A (PPase-A), que reage com o sitio interno, isto €, a regido do acido poligalacturénico da
protopectina e, protopectinase tipo B (PPase-B) que reage com o sitio externo, ou seja, com as
cadeias de polissacarideos que podem estar conectadas as cadeias de acido poligalacturdnico,
constituintes das paredes celulares. Ndo sdao muito abundantes e possuem pouco interesse

industrial na degradacéo da pectina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo da pelicula comestivel de caja

Os frutos de caja foram colhidos, em pequena propriedade rural no municipio de
Pecém/CE, situado a 60Km da capital Fortaleza. Foram congelados e armazenados em caixas
de poliestireno expandido, para serem transportados até o Laboratorio de Processos
Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza/CE.

Na unidade de processamento, os frutos foram lavados primeiramente apenas com
agua para que se retirassem todas as sujidades. Foi realizada uma selecdo para que fossem
processados apenas frutos em bom estadio de maturacdo. Apos a selecdo foi realizada uma
segunda lavagem com agua clorada, com 20mg/L de cloro e imersdo de 15 minutos. Em
seguida realizou-se a etapa de despolpa. Utilizou-se despolpadeira Bonina modelo 0.25 df
(ITAMETAL - Itabuna/BA), malha de 1mm, para a remoc¢ao das cascas e carogos. Apos a
retirada da polpa, peliculas e carogcos foram colocados em tanque com &gua para sua
separacdo, devido a diferenca de densidade existente. As peliculas recolhidas da porcéo
inferior do tanque foram dispostas em telas para que se retirasse 0 excesso de agua e, em
seguida, foram embaladas em sacos plasticos de polietileno e selados em seladora Sulpack

SP-350. Posteriormente, foram congelados e armazenados em freezer a -18°C (Figura 8).
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Figura 8 - Fluxograma de obtencdo da pelicula comestivel de caja. Cajas congelados (A),
cajas descongelados prontos para o processamento (B), despolpadeira utilizada no
processamento (C) e tanque de separacédo de residuos (D).

4.2. Caracterizagao da pelicula comestivel de caja

A pelicula comestivel de caja foi caracterizada quanto ao residuo seco, umidade,
cinzas, extrato etéreo, teor de proteinas, carotendides totais, e residuo insoluvel em alcool

(AIR), do qual quantificou-se pectina, hemicelulose e celulose + lignina.

4.3. Definigdes das condi¢des de maceracdo enzimatica

Para a realizacdo da maceracdo enzimatica foi necessario que se definissem

parametros iniciais como necessidade e quantidade de adicdo de 4gua, complexo enzimaético a
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ser utilizado e quantidade de enzima. Posteriormente avaliou-se a necessidade de triturar a
pelicula para que o complexo enzimético obtivesse uma maior superficie de contato. Dentro
deste contexto pode-se realizar uma avaliacdo da extracdo de carotendides de pelicula
comestivel de caja por hidrélise enzimatica. Para avaliar esta extracdo utilizaram-se 0s

parametros definidos nos testes iniciais.

4.3.1. Avaliacao inicial da razao pelicula:agua

Foi avaliado o efeito da adicdo de diferentes quantidades de agua sobre o
tratamento enzimatico da pelicula de caja. Utilizou-se pelicula integral e em um erlenmeyer
de 250mL colocou-se 25g de pelicula e adicionou-se 25, 50, e 100mL de agua destilada. Foi
realizada uma homogeneizagdo manual e posteriormente, adicionado 1000uL de Biopectinase
CCM. O tratamento foi de 1, 2 e 3 horas de incubacdo a 30°C e 150rpm de rotagdo em shaker
orbital. A avaliacdo da razdo polpa:dgua foi qualitativa utilizando a Tabela 1, onde a

intensidade da alteracdo esta relacionada a desintegracao crescente das particulas.

Tabela 1 — Escala para as caracteristicas de avaliacdo visual.

Grau de alteracdo Caracteristica da alteracao
0 Sem alteracéo visual

1 Alteracéo visual baixa

2 Alteracdo visual méedia

3 Alteracdo visual alta

4 Alteracdo visual altissima

As amostras dispostas em erlenmeyer foram posicionadas em uma base branca e
as imagens foram obtidas utilizando camera digital Pentax Optio M40 com resolugdo 1024

pixels.
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4.3.2. Avaliagdo da quantidade de enzima a ser utilizada

Avaliaram-se diferentes quantidades de enzima sobre a pelicula integral de cajéa.
Em um erlenmeyer de 250mL colocou-se 25g de pelicula e 100mL de agua destilada. Foi
realizada uma homogeneizagdo manual e posteriormente, adicionaram-se diferentes
quantidades, 10, 100 e 1000uL, de Pectinex Ultra SP-L. O tratamento foi feitoem 1, 2 e 3
horas de incubagdo a 30°C e 150rpm de rotacdo em shaker orbital. Foi realizado também o
controle onde ndo se adicionou o complexo enzimatico. O efeito foi avaliado
quantitativamente através dos grupos redutores totais. A maceragdo foi realizada em triplicata
e a andlise de grupos redutores totais foi realizada em duplicata pelo método DNS. Para
analise estatistica foi feito teste de Tukey de comparacGes das médias ao nivel de 10% de

significancia.

4.3.3. Avaliacdo do complexo enzimatico a ser utilizado

Para se determinar a preparacdo enzimatica a ser utilizada, foram feitas
maceracdes enzimaticas utilizando pelicula integral, mesma concentracdo de enzima e
modificando somente o complexo enzimatico. Em erlenmeyer de 250mL colocou-se 25¢g de
pelicula e 100mL de &gua destilada. Foi realizada uma homogeneizacdo manual e
posteriormente, a adicdo de 10uL de cada complexo enzimatico. Os erlenmeyers foram
levados ao shaker orbital a 150rpm, a 30°C por 1lh. As preparacBes enzimaticas utilizadas
foram Celluclast, Shearzyme, Viscozyme L, Pectinex Ultra SP-L, Pectinex SMASH XXL e
Pectinex XXL. Ao final foram quantificados os grupos redutores totais liberados pela acdo
enzimatica, utilizando o método DNS e feito teste de comparacdo das médias para verificar a
existéncia de significancia ao nivel de 10%.

Posteriormente, foi realizada maceragdo utilizando o complexo enzimético
Pectinex XXL, nas concentragcbes 10, 100 e 1000pL. Em erlenmeyer colocou-se 10g de
pelicula e 40mL de agua destilada. Foi realizada uma homogeneizagdo manual e
posteriormente, adicionou-se o complexo enzimatico. Foram levadas a agitagdo a 150rpm em
shaker orbital a 30°C. Realizou-se a macerac¢ao nos tempos 1, 2 e 3h. Para avaliar a eficiéncia

dos complexos enziméticos quantificaram-se 0s grupos redutores totais, pelo método do DNS
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e realizou-se uma andlise estatistica de comparagdes das médias ao nivel de 10% de
significancia (teste de Tukey).

4.3.4. Efeito da trituracéo

Foram feitos testes preliminares para avaliar primeiramente a necessidade de se
utilizar trituracdo. Em um erlenmeyer de 250mL colocou-se 25g de pelicula triturada
inicialmente por 30s e adicionou-se 25, 50, e 100mL de agua destilada. Foi realizada uma
homogeneizagdo manual e posteriormente, adicionado 1000pL de Pectinex SP-L. O
tratamento foi realizado com 1, 2 e 3 horas de incubagdo a 30°C e 150rpm de rotacdo em
shaker orbital. A avaliacdo foi qualitativa utilizando os dados da Tabela 1.

Avaliou-se 0 melhor tempo de trituracdo utilizando 25g de pelicula integral e
100mL de agua destilada. A trituracdo foi realizada, nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150s
utilizando Mixer Walita. Na avaliacdo do efeito realizou-se analise de grupos redutores totais

pelo método do DNS, em duplicata.

4.4. Extracdo de carotenoides por hidrélise enzimatica

Foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2* com ponto central (Tabela
2), onde se variou fatores como quantidade de enzima, temperatura de maceragéo e tempo de
maceracao (Tabela 3). Foi realizado 3 blocos.

Em erlenmeyer colocou-se 10g de pelicula e 40mL de agua destilada, realizou-se
trituracdo de 30s em Mixer Walita. Foi utilizado o complexo enzimético Pectinex XXL e a
rotagdo do shaker orbital foi 150rpm.
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Tabela 2 — Planejamento fatorial fracionario 2°* com ponto central.

Ensaio Quantidade de enzima Tempo de maceragao Temperatura de maceracao
1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 +1
5 0 0 0
6 -1 -1 +1
7 +1 -1 -1
8 -1 +1 -1
9 +1 +1 +1

10 0 0 0
11 -1 -1 +1
12 +1 -1 -1
13 -1 +1 -1
14 +1 +1 +1
15 0 0 0

Tabela 3 — Valores de cada nivel do planejamento experimental.

o Nivel
Variaveis
-1 0 +1
Quantidade (pL) 50 100 150
Temperatura (°C) 25 30 35
Tempo (h) 1 2 3

Ao término das maceracGes, separou-se pelicula (fase solida) da agua (fase
liquida) e foram realizadas determinagdes analiticas.

Na fase liquida foram realizadas analises de sélidos solUveis totais, grupos
redutores totais, residuo seco e teor de carotendides.

Na fase sélida foi realizada analise do teor de carotenoides totais de acordo com o
método descrito nos item 3.2.6.

Os resultados foram analisados pelo pacote STATISTICA 7.0.
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4.5. Determinac0es analiticas

4.5.1. Residuo seco

O residuo seco foi determinado utilizando o método descrito por IAL (1985). Foi
pesado aproximadamente 10g da amostra em céapsula de porcelana previamente tarada.
Colocou-se para aquecer em estufa com circulacdo de ar a 105°C até que se atingisse peso
constante.

A determinacgdo da umidade foi realizada pela diferenca do residuo seco.

4.5.2. Cinzas

As cinzas foram determinadas, segundo o método descrito por IAL (1985). Foi
pesada aproximadamente 5g da amostra em um cadinho previamente aquecido em mufla a
550°C, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. O material foi levado
para carbonizacdo a 200°C e incinerado a 500°C. Esperou-se reduzir a temperatura. Os
cadinhos foram retirados da mufla e colocados em dessecador para que resfriassem.

Posteriormente foram pesados e calculou-se o teor de cinzas.

4.5.3. Extrato etéreo

Foi determinado utilizando o método de extracdo direta em Soxhlet descrito por
IAL (1985). Pesou-se aproximadamente 1g da amostra previamente dessecada, transferiu-se
para um cartucho e adicionou um pouco de algoddo para cobrir a amostra. O cartucho foi
colocado no equipamento de Soxhlet e com um baldo volumétrico previamente tarado iniciou-
se a extracdo utilizando como solvente hexano. A extragdo ocorreu por 6 horas. Apos esta

etapa, evaporou-se o solvente em um evaporador rotativo a vacuo, e o baldo volumétrico
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contendo o material lipidico foi colocado em estufa a 105°C por 1 hora. Em seguida, resfriou-
se em dessecador e foi realizada a pesagem.

4.5.4. Proteina

O teor de proteina foi determinado pelo método Micro-Kjeldahl, baseado na
quantificacdo do nitrogénio total, segundo AOAC (1980). Pesou-se 0,2g da amostra e
transferiu-se para tubos de digestdo. Adicionou-se 5mL de &cido sulfirico concentrado e 1,59
da mistura catalitica (mistura digestora a base de K,SO4, CuSO, e Se). Realizou-se a digestao
em bloco digestor até atingir a temperatura de 400°C. Apds a completa digestdo, a amostra foi
resfriada e adicionou-se 10mL de agua destilada. A destilacdo das amostras foi feita por
neutralizacdo com NaOH 50%. A amonia produzida foi recolhida em 10mL de &cido boérico
2%. A titulagdo foi realizada com solugdo padronizada HCI 0,02N com indicador. Para 0s
calculos do teor de nitrogénio total multiplicou-se 1,4008 ao volume gasto na titulacdo, o fator
do HCI, a normalidade do HCI e dividiu-se pelo peso da amostra. Para a transformacao de

nitrogénio total em proteinas multiplicou-se o resultado por 6,25.

4.5.5. Carotenoides totais

A quantificacdo de carotendides totais foi realizada adaptando-se o método
descrito por Higby (1962). Em um becker envolto em papel aluminio, pesou-se
aproximadamente 1g de pelicula de caja, adicionou-se 30mL de &lcool isopropilico e 10mL de
hexano. Foi realizada uma homogeneizacdo utilizando Mixer-Walita por 1 minuto. Em
seguida adicionou-se aproximadamente 10mL de agua e transferiu-se para um tubo de
centrifuga envolto em papel aluminio, agitando o material por 1 minuto em agitador de tubos.
Ap0s a agitacdo utilizou-se uma peneira para separar a pelicula da fase liquida. A fase liquida
foi transferida para um funil de separagdo de 250mL envolto em papel aluminio. Repetiu-se o
procedimento de adigdo dos solventes até perceber que ndo havia mais extracdo. Foi realizado
descansos de 30 minutos no funil de separagéo para a completa distingéo das fases aquosa e

organica. A fase organica separada foi transferida para um becker envolto em papel aluminio.
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Apos a extracdo completa, o contetdo do becker foi filtrado em algodéo contendo uma pitada
de sulfato de sddio anidro P.A., para um baldo volumétrico de 50mL envolto em papel
aluminio, lavando o algoddo com hexano e pressionando-o no funil para retirar todo o
pigmento presente no algoddo. Adicionou ao baldao 5mL de acetona e aferiu-se o conteudo
com hexano. Realizou-se leitura em espectrofotdmetro Varian em um comprimento de onda
de 450 nm. Os resultados foram expressos em mg/g de B-criptoxantina em base seca,
utilizando o coeficiente molar de 2460 para este carotendide dissolvido em hexano, conforme
Rodriguez-Amaya (1999a).

4.5.6. Residuo InsolGvel em Alcool

A andlise de pectina foi baseada na metodologia utilizada por Schieber et al.
(2005). Pesou-se 30g de pelicula de caja e homogeneizou-se em 300mL de etanol (80% v/v)
fervente como auxilio de um Mixer — Walita, permanecendo sob aquecimento por 1h a 80°C.
Logo ap6s realizou-se uma centrifugacdo a 15.000g durante 10 minutos e filtrou-se o
centrifugado a vécuo, coletando o residuo. O residuo foi lavado com etanol quente até se obter
um extrato com filtrado claro. Em seguida o extrato foi colocado em agitagdo com 50mL de
acetona. A agitacdo ocorreu em shaker orbital (TE-420 marca Tecnal) a 150 rpm por 12h. Foi
realizada nova filtracdo e em seguida secou-se em exaustor por 24h. Realizou-se a pesagem e
assim obteve-se 0 AIR (residuo insolvel em alcool).

Foi retirado 0,8g do AIR e colocado sob agitagdo com 50mL de solucédo alcalina
de EDTA (0,05M NaOH; 0,5mM EDTA) a 150 rpm durante 1h. Em seguida realizou-se
centrifugacdo a 15.000g por 20 minutos e logo apés uma filtracdo a vacuo, coletando o
residuo e lavando com agua destilada. Este residuo foi reservado para quantificar
hemicelulose. Juntou-se os sobrenadantes e ajustou-se o pH para 6,5. A solucéo foi colocada
na dialise em membranas de dialise Dyalises membrane cellulose de espessura 33mm
(SIGMA-ALDRICH) com agua destilada por 48h. Apo6s a dialise, o liquido das membranas
foi coletado e adicionou-se alcool comercial na proporgéo 3:1 (alcool:liquido), deixando em
repouso por 24h. Apos o descanso foi colocado em estufa a 60°C e pesou-se 0 residuo
determinando assim pectina.

O residuo reservado na etapa anterior foi colocado sob agitacdo em 50mL de

solucdo de NaOH 16% por 5h. Em seguida realizou-se centrifugacdo a 15.000g por 20



26

minutos. Foi realizada filtracdo a vacuo, coletando o residuo e lavando com agua destilada por
duas vezes. O residuo foi reservado para quantificar celulose + lignina. Juntou-se 0s
sobrenadantes e o pH foi ajustado para 6,5. A solucéo foi colocada na dialise da mesma forma
que quantificou pectina. Apoés a dialise, o liquido das membranas foi coletado e adicionou-se
alcool comercial na propor¢do 3:1 (&lcool:liquido), deixando em repouso por 24h. Apds o
descanso foi colocado em estufa a 60°C e pesou-se 0 residuo determinando assim
hemicelulose.

Ao residuo reservado na etapa anterior adicionou-se 100mL de agua destilada e
colocou-se a solugdo na diélise da mesma forma que quantificou pectina e hemicelulose. Ap6s
a didlise, o liquido das membranas foi coletado e adicionou-se alcool comercial na proporgao
3:1 (alcool:liguido), deixando em repouso por 24h. Apds o descanso foi colocado em estufa a
60°C e pesou-se o residuo. Apos a pesagem, a amostra foi incinerada em mufla a 550°C. Para
determinar celulose + lignina, retirou-se a diferenca de peso referente as cinzas.

Os resultados foram determinados através da relacdo de peso de cada fragdo com

0 peso do AIR total da amostra e expressos em g/1009 pelicula-

4.5.7. Determinacdo de grupos redutores totais

O teor de grupos redutores totais (GRTSs) foi determinado segundo Miller (1959),
utilizando &cido 3,5 dinitrossalicilico (DNS). Sobre 1mL de amostra de GRTs, devidamente
acondicionada em tubo de ensaio, adicionou-se 1mL de solucdo de DNS. Apds vigorosa
homogeneizacdo, os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Em
seguida os tubos foram retirados e rapidamente resfriados com agua corrente. Adicionou-se
8mL de agua destilada a mistura reacional e procedeu-se nova homogeneizacdo. A
intensidade da cor foi quantificada em espectrofotometro Varian Cary — 50 a 540nm. A

concentracdo de GRT foi realizada utilizando curvas-padrBes previamente estabelecidas.
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4.5.8. Caracterizacdo das preparagdes enzimaticas comerciais

As preparacOes enzimaticas utilizadas foram a Biopectinase CCM, cedida pela
Quest International e Celluclast, Shearzyme, Pectinex Ultra SP-L, Pectinex XXL e Pectinex
SMASH XXL, cedidas pela Novozymes Latin America Ltda.

e Poligalacturonases

A determinacéo da atividade enzimatica das poligalacturonases foi realizada de
acordo com Couri (1993). Em tubos de ensaio adicionou-se 4mL de &cido poligalacturénico e
foram mantidos em banho termostatico a 35°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou 0,1mL
do extrato enzimatico devidamente diluido. Apds 30 minutos de reacdo transferiu-se 0,1mL
do meio reacional para tubo contendo 1mL de DNS completando o volume com 0,9mL de
4gua destilada. A atividade de poligalacturonase é expressa em U.mL™, onde uma unidade

corresponde a 1 umol de acido galacturénico por mL, por minuto nas condic6es de reacao.

e Pectinametilesterases

A metodologia utilizada para a determinacdo de pectinametilesterases foi
baseada em Khanna et al. (1981). Em becker adicionou-se 30mL de solucdo de pectina 1%
previamente ajustada o pH para 7,0 e 6mL do extrato enzimatico devidamente diluido.
Realizou-se uma titulagdo com NaOH 0,01N ajustando o pH do contetdo do becker para 7,0
em um tempo de 10 minutos de reacdo. Anotou-se o volume de NaOH gasto para o ajuste do
pH. Para o calculo da atividade enzimatica multiplicou-se o volume de NaOH gasto pelo fator
do NaOH, por 1000 e pela diluigdo do extrato enzimético. A atividade da pectinametilesterase
é expressa em U.mL™, onde uma unidade de pectinesterase corresponde como a quantidade de

enzima que libera Immol de grupos carboxilicos por hora de reacao.
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e Pectinaliases

De acordo com o método descrito por Zetelaki-Horvath (1982) realizou-se a
determinacdo da atividade enzimética das pectinaliases. Em tubos de ensaio adicionou-se
2,5mL de solucéo de pectina 2%, 0,5 mL de CaCl, 0,01M e 21,0 mL de tampé&o acetato. Em
sequida foi colocado em banho termostatico a 35°C por 10 minutos. Adicionou 1mL do
preparo enzimatico devidamente diluido, agitou-se e realizou-se imediatamente a leitura em
espectrofotdbmetro a 235nm. Retornou ao banho e realizou-se nova leitura ap6s 10 minutos de
reagdo. A atividade de pectinaliase é expressa em U.mL™, onde uma unidade representa 1
umol de 4,5 glicosideo uronato produzido por minuto de reacdo em pH 5,5 nas condicdes de

reacao, por mL do preparado enzimatico.

e Xilanases

A determinagdo da atividade enzimatica da xilanase foi realizada de acordo com
Gomes et al. (1992). Em tubos de ensaio adicionou-se 0,5mL de solugdo de xilana 1% e
0,5mL do complexo enzimatico diluido em baldo volumétrico. Os tubos foram levados ao
banho termostatico a 60°C por 10 minutos. Ap6s os 10 minutos paralisou a reacdo
adicionando em cada tubo 1mL de DNS, homogeneizou-se e procedeu-se a analise de Grupos
Redutores Totais, conforme 4.5.7. O branco foi feito sem deixar que a reagdo ocorresse. A
atividade de xilanase é expressa em U.mL™, onde uma unidade corresponde a 1 pumol de

xilose por mL, por minuto nas condig¢des de reagéo.

e Amilases

A determinacéo da atividade enzimatica das amilases foi realizada de acordo com
Pinto (2002). Adicionou-se 1mL de solucdo de amido 2% e manteve-se em banho

termostatico a 37°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 1mL do complexo enzimatico
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devidamente diluido e permaneceu no banho termostatico, sob agitacdo, por 15 minutos. Para
a paralisacdo da reacdo foi adicionado 0,5mL de NaOH 1N. Transferiu-se 1mL para tubos
contendo 1mL de DNS, quantificou-se os Grupos Redutores Totais liberados, conforme item
45.7. A atividade de amilase é expressa em U.mL™, onde uma unidade é correspondente a
quantidade de enzima que hidrolisa 10mg de amido em 30 minutos a uma temperatura de
37°C.

e Celulases

A determinacdo da atividade enzimatica das celulases foi realizada baseada em
Pinto (2002). Aos tubos de ensaio, adicionou 0,9mL de solucéo de celulose 1% e manteve-se
em banho termostatico a 40°C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,ImL do
complexo enzimatico devidamente diluido e permaneceu no banho termostéatico, sob agitacéo,
por 60 minutos. Para a paralisacdo da reacdo foi adicionado 1mL de DNS e realizou
homogeneizacdo. A quantificacdo dos Grupos Redutores Totais liberados foi conforme item
45.7. A atividade de celulase é expressa em U.mL™, onde uma unidade corresponde &

guantidade de enzima que libera Immol de glicose por minuto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo da pelicula comestivel de caja

A pelicula de caja apresentou 79,51g/100g de umidade e 20,14¢/100g de residuo
seco. Em termos de massa seca apresentou 2,34g/100g de cinzas, 25,259/100g de extrato
etéreo, 14,919/100g de proteinas e 57,50¢9/100g de carboidratos totais (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizacdo da pelicula comestivel de caja em base seca.

Caracteristica Quantidade (9/1009 peiicula)
Composigao centesimal
Cinzas 2,34 £ 0,01
Extrato etéreo 25,25+ 0,72
Proteina 14,91 £ 0,04
Carboidratos Totais 57,50
AIR 19,46 £ 0,52
Pectina 8,45+ 0,42
Hemicelulose 5,42 + 0,27
Celulose + lignin 3,45+0,15

O teor de extrato etéreo, proteina e carboidratos em base imida foram 3,989/100g,
2,35g9/100g e 9,069/100g, respectivamente. Leon e Shaw (1990) encontraram para a polpa de
caja 0,1 a 2,1¢/100g de lipidios, 0,8 a 1,49/100g de proteina e 8,7 a 13,89/100g de
carboidratos. Viana et al. (2009) encontrou valores de proteinas referentes a 0,66 - 0,71
9/100g. A composigdo quimica da pelicula de caja, ao ser comparada com os resultados
citados, encontra-se com teores superiores. Desta forma, a pelicula de caja possui maior teor
de proteina e lipidios que a prépria polpa de caja e contetdo de carboidratos equivalente.

O teor de carotendides totais presentes na pelicula comestivel de caja foi de
125,6mg B-criptoxantina/g massa seca. Rodriguez-Amaya e Kimura (1989) determinaram a
composicdo de carotendides do caja, a polpa com a casca apresentou um contetdo total de
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carotendides de 25,8mg/g. O conteldo total de carotendides na polpa foi de 17mg/g.
Percebendo-se assim, que a pelicula de caja apresenta cerca de 34% de carotendides quando

relacionado ao total encontrado pelos autores.

5.2. Caracterizacdo das preparacgfes enzimaticas comerciais

As preparacdes enzimaticas foram caracterizadas com a finalidade maior de saber
as atividades das pectinases. Estando os complexos Pectinex Ultra SP-L, Pectinex XXL e
Viscozyme L, com as maiores atividades de pectinases (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade enzimatica das preparacGes comerciais.

Preparacoes Pectinases (U/mL) Xilanases | Amilases | Celulases
enzimaticas PG! PME? PL® (UmL) | (UmL) | (U/mL)
Pectinex Ultra SP-L 243 10688 0,82 13,0 290,9 58
Pectinex SMASH XXL N.D. 4431 N.D. 1,8 165,1 -
Pectinex XXL 182 12187 5,04 4,1 151,6 -
Biopectinase CCM 1022 1825 0,16 62,1 11,79 N.D.
Viscozyme L 225 29589 0,83 13,0 478,4 38,2
Celluclast N.D. 4301 2,60 12.0 4,5 248,1
Shearzyme N.D. 4236 N.D. 13,4 2.1 -

' Poligalacturonase, © Pectinametilesterase, * Pectinaliase. N.D. = néo detectada

Os complexos enzimaticos Pectinex Ultra SP-L, Pectinex XXL, Biopectinase
CCM e Viscozyme L apresentaram-se com atividades enzimaticas para enzimas pectinoliticas
além da presenca de amilases e xilanases. No entanto, a Pectinex XXL se destacou por conter
0 maior contetido de pectinaliase dentre as preparacfes caracterizadas, 5,04 U/mL.

A Biopectinase CCM se destacou pelo maior conteddo de poligalacturonase (1022
U/mL) e xilanase (62,1 U/mL), e a Viscozyme L por conter 29589 U/mL de

pectinametilesterase.
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O presente estudo mostra que ao trabalhar com frutos ha a necessidade de se
utilizar preparagdes enzimaticas onde exista uma maior presenca de atividades pectinoliticas.
Romero-Cascales et al. (2008) caracterizou seis preparacdes enzimaticas comerciais e avaliou
a maceracao e seus efeitos sobre a extracdo da cor durante a vinificacdo de uvas monastrell.
Na caracterizacdo, as preparagdes continham, em sua maioria, maior atividade de
endopoligalacturonases e pectinametilesterases, apresentavam em por¢ao menor atividades de
pectinaliase, celulase e B-glucosidade.

Dias et al. (2003) realizou um tratamento enzimatico utilizando o complexo
enzimético Ultrazym, da Novozymes Latin America Ltda. para diminuir a viscosidade da
polpa de caja, seu objetivo era criar uma metodologia de bebida fermentada de caja. O autor
afirma que a preparacdo comercial utilizada é composta por 2 classes de enzimas, que sdo
poligalacturonases e celulases, que sdo indicadas para o tratamento de polpas, facilitando a

clarificacéo da bebida.

5.3. Condicdes de maceracdo enzimatica

5.3.1. Razéo pelicula:agua

Ao realizar a analise visual com pelicula integral, verificou-se que utilizando 25 e
50mL (Figuras 9 e 10) de agua destilada, as particulas de pelicula ainda permaneceram
visiveis, ndo havendo uma desintegracdo, obtendo classificacdo 0 na escala, sem alteracdo
visual. Ao utilizar 100mL de &gua destilada por 2h ja se inicia a desintegracdo da pelicula
(Figura 11). Observa-se uma alteracdo visual crescente, na Figura 11A tem-se uma alteracéo
baixa, enquanto na Figura 11C observa-se um alto nivel de desintegracao.

A adicdo direta da preparacdo enzimética & pelicula de cajd ndo se mostra
adequada. A principal dificuldade reside na homogeneizacdo do volume de enzima a massa de
pelicula. Desta forma, a adi¢éo de agua foi fundamental para o funcionamento do processo de

maceragdo enzimatica.
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Figura 9 — Tratamento enzimatico da pelicula comestivel integral de caja utilizando 1000puL
de Biopectinase CCM com 25 mL de &gua destilada nos tempos 0, 1(A), 2(B) e 3h(C).

Figura 10 — Tratamento enzimatico da pelicula comestivel integral de caja utilizando 1000uL
de Biopectinase CCM com 50mL de agua destilada nos tempos 0, 1(A), 2 (B) E 3h(C).

Figura 11 — Tratamento enzimatico da pelicula comestivel integral de caja utilizando 1000uL
de Biopectinase CCM com 100 mL de agua destilada nos tempos 0, 1(A), 2(B) e 3h(C).



34

As pectinases, na classificagdo de enzimas, encontram-se dentro do grupo das
hidrolases. Segundo Coelho et al. (2008) as hidrolases sdo enzimas em que a &gua participa na
clivagem de ligacGes covalentes do substrato, além disso a agua foi fundamental para
melhorar a superficie de contato da pelicula, pois ao utilizar quantidades inferiores de agua as
particulas de peliculas se aderem e ndo ocorre uma boa maceragao.

No mesmo contexto, Moura (2009) realizou um estudo com maceracdo da polpa
de caja e concluiu que a adicdo do complexo enzimatico a polpa, sem adicdo de agua ja
proporciona uma boa reducdo na viscosidade. No entanto, Aquino (2008) realizou maceracéo
enzimética em polpa de bacuri e percebeu que a adicdo de enzimas em baixas concentracoes
ndo obteve bons resultados, necessitando utilizar a raz&o polpa:agua de 1:2.

Na pelicula de caja viu-se a necessidade de adicdo de dgua na proporcao de 1:4

(pelicula:agua).

5.3.2. Quantidade de enzima a ser utilizada

Observou-se que, em relacdo a quantidade de enzima adicionada, ndo houve
diferenca significativa ao nivel de 10% nos tempos 1 e 2h das amostras controle, adi¢do de
10uL e adicdo de 100uL. A diferenca sé foi significativa na adicdo de 100uL e 1000uL no
tempo 3h (Tabela 6).

Ao avaliar o tempo de incubacéo, percebeu-se que na amostra controle houve uma
diferenga significativa nos tempos 1 e 2h. Na adigdo de 10pL n&do houve diferenga
significativa, sendo esta quantidade eliminada para a continuidade do trabalho. Nas adi¢des de
100 e 1000uL houve diferenca significativa ao utilizar 3h de incubacéo.

A quantificacdo dos grupos redutores totais favoreceu a percepcdo de qual

grandeza de concentracdo de enzima é mais apropriada a utilizacao.
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Tabela 6 — Concentracdo de grupos redutores totais utilizando Pectinex Ultra SP-L nas
amostras controle, adigéo de 10, 100 e 1000pL.

Concentracao (mg/L)
Tempo (h)
Controle 10pL 100pL 1000puL
1 63624 68424 586" 3744%®
2 59534 71284 55734 4943%8
3 7144 809%A 2727 6597°¢

Meédias com a mesma letra minGscula, ndo diferem significativamente ao nivel
de 10% de significAncia ha mesma coluna.

Médias com a mesma letra maitscula, ndo diferem significativamente ao nivel de
10% de significancia na mesma linha.

Dentre as quantidades de enzimas utilizadas, apenas as adi¢es de 100 e 1000uL
sdo apropriadas para o presente trabalho, no entanto 1000uL é considerada uma quantidade
muito grande. Novozymes (2003) afirma que as enzimas podem ser caras se vistas pelo
angulo do custo por mol ou por peso da unidade. No entanto, o custo-chave a considerar na
biocatalise ndo é o custo da enzima em si, mas a parte do custo que a enzima acrescenta ao
produto final. Para reduzir os custos, as enzimas podem também ser imobilizadas para que
possam ser reusadas muitas vezes.

Desta forma, preferiu-se, neste presente estudo, avaliar os efeitos da maceracao

trabalhando com quantidades em torno de 100pL.

5.3.3. Complexo enzimatico a ser utilizado

Foram destacados com maior liberacdo de grupos redutores os complexos
Shearzyme, Pectinex SMASH XXL e Pectinex XXL. Ao se comparar 0s 6 complexos
enzimaticos utilizando o teste de Tukey, verificou-se que o complexo Pectinex XXL obteve
diferenga significativa ao nivel de 90% do restante dos complexos (Tabela 7).

Silva et al. (1999) estudou a producédo de suco clarificado de caja utilizando uma
preparacdo enzimatica pectinolitica (Pectinex AR) e realizou quantificacdo de grupos
redutores totais da polpa in natura e do suco clarificado com emprego de enzimas

pectinoliticas. Na polpa determinou 4,53% de grupos redutores e no suco o valor subiu para
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6,65%. Afirmando assim, que as enzimas pectinoliticas sdo capazes de liberar grupos
redutores quando sdo utilizadas em frutos, polpas ou sucos de frutos.

Tabela 7 — Concentracdo de grupos redutores totais utilizando 10uL de 6 complexos
enzimaticos comerciais distintos em maceragdo de 1h.

Concentracéo (mg/L)

Tempo (h) Shearzyme Celluclast Viscozyme L Pectinex Pectinex Pectinex
y y UltraSP-L  SMASH XXL  XXL
1 2056,19° 1085,95°  501,31° 683,53 2070,24° 3036,19¢

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 10% de significancia, pelo
Teste de Tukey.

Dentre os complexos com diferenca significativa ao nivel de 10%, a Pectinex
XXL em termos de concentracdo de grupos redutores totais apresentou melhores resultados
do que todos os outros complexos avaliados.

Na Tabela 8, ao avaliar o complexo Pectinex XXL em grandezas distintas,
percebeu-se que as amostras com adicdo de 10 e 100puL ndo apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 10% nos tempos 1, 2 e 3h. No entanto, ao utilizar 1000uL, a
diferenga foi significativa para os 3 tempos avaliados.

Ao avaliar as adicbes no tempo de 1h, verificou-se que houve diferenca
significativa para as trés quantidades de enzima adicionada. No tempo de 2h de incubacéo a
diferenca s6 foi verificada ao adicionar 1000uL. E, no tempo de 3h, também houve diferenca
significativa nas adi¢cOes avaliadas. A maior liberacdo de grupos redutores totais foi verificada
ao utilizar a adicéo de 1000uL e 3h de incubacéo.

Sun et al. (2006) também testaram varias enzimas (Pectinex Smash XXL,
Pectinex Ultra SP-L, Pectinase FNP-1 e Celulase FNC-1) em diferentes condicGes na
maceracao de polpa de cenoura para verificar qual complexo seria mais adequado. Segundo
0s autores, Pectinex Smash XXL foi a melhor preparagdo de enzima comercial.
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Tabela 8 — Concentracdo de grupos redutores totais para macera¢do enzimatica utilizando

pelicula integral e o complexo Pectinex XXL.

Concentracédo (mg/L)
Tempo (h)
10pL 100pL 1000pL
1 3036% 3440°8 7309°C
2 3016°A 3649°A 81298
3 2768%A 4136%® 0463¢C

Médias com a mesma letra minGscula, ndo diferem significativamente ao
significancia na mesma coluna.

Médias com a mesma letra mailscula, ndo diferem significativamente ao
significancia na mesma linha.

nivel de 10% de

nivel de 10% de

O complexo enzimético Pectinex XXL apresentou-se como a preparacdo

enziméatica mais eficiente neste estudo, isto pode ser relacionado com sua caracterizacdo

enzimatica por apresentar atividade pectinolitica e em relacdo as outras preparacdes apresenta

a maior atividade de pectinaliase. Segundo Yadav et al. (2009), as pectinaliases sdo as

pectinases conhecidas capazes de degradar pectinas altamente esterificadas (como aqueles

encontrados em frutas) em pequenas moléculas sem produzir metanol, em contraste com a

combinacdo de poligalacturonase e pectinametilesterase, que sdo normalmente encontrados

em produtos comerciais. Dentro deste contexto, neste trabalho decidiu-se extrair carotenoides

da pelicula comestivel de caja utilizando a preparagdo enzimatica Pectinex XXL.
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5.3.4. Efeito da trituracéo

Avaliando inicialmente a adicdo de diferentes quantidades de &gua pode-se
perceber que utilizando a pelicula triturada a percepc¢do visual da maceracdo pode ser feita
com 2h de processo e com 50 mL de &gua (Figura 13). Na Figura 12 ndo houve alteracdo
visual, se classificando na escala em 0. Na Figura 13A percebe-se uma baixa alteracgdo visual,
e nas figuras 13B e 13C percebe-se uma alteracéo visual alta.

No experimento com 100mL (Figura 14), a maceracdo pode ser observada a partir
de 1h (Figura 14A) ap6s a adicdo da preparacdo enzimatica, uma alteragdo média (escala 2).
Destaca-se a alteracdo altissima observada na Figura 14C, onde praticamente ndo se vé
particulas de pelicula de caja. Constatando assim, grande eficiéncia quando se utiliza

trituracao na pelicula.
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Figura 12 - Tratamento enzimatico da pelicula comestivel triturada de caja utilizando 1000uL
de Pectinex Ultra SP-L com 25 mL de agua destilada nos tempos 0, 1(A), 2(B) e 3h(C).

Figura 13 — Tratamento enzimatico da pelicula comestivel triturada de caja utilizando 1000uL
de Pectinex Ultra SP-L com 50 mL de 4gua destilada nos tempos 0, 1(A), 2(B) e 3h(C).

Figura 14 — Tratamento enzimatico da pelicula comestivel triturada de caja utilizando 1000uL
de Pectinex Ultra SP-L com 100 mL de agua destilada nos tempos 0, 1(A), 2(B) e 3h(C).
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Realizando apenas a trituracdo sem adicdo de enzimas, percebeu-se visualmente
uma diminuigdo gradual no tamanho das particulas ao longo do tempo de trituracdo (Figura
11).

4] a 0]
Figura 15 — Trituracdo da pelicula comestivel de caja nos tempos 0 (A), 30 (B), 60 (C), 90 (D)
e 120s (E).

Tiburtino-Silva et al. (2008) para extrair pectina da casca de maracuja cortou a
casca em pedacos, adicionou 6 litros de agua para cada 5kg de casca e triturou por 5 minutos
em liquidificador. O autor utilizou preparacdes enzimaticas e devido a isso teve que utilizar
um veiculo de maceracdo que foi a agua e a trituracéo para favorecer a eficiéncia do processo.

Na analise de grupos redutores notou-se que o teor de grupos totais dissolvidos na
parte aquosa da amostra apresentou diferenca significativa ao nivel de 10% de significancia
na amostra controle para o restante das amostras. A liberacdo de grupos redutores totais da
amostra controle quando comparada a amostra de 30s apresenta um aumento de
aproximadamente 53%. Entre as amostras 30, 60, 90, 120 e 150s ndo houve diferenca

significativa (Tabela 9).



Tabela 9 — Concentragdo de grupos redutores totais nos tempos de trituragéo.

Tempo (s)

Concentracao (mg/L)

0
30
60
90

120
150

953°
1785%
1671°
1762%
1987%
2083"

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, ao nivel de 10% de
significancia, pelo Teste de Tukey.
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Utilizando os dados do teste de Tukey definiu-se o tempo de trituracdo como 30s,

onde visualmente ja se percebe uma boa diminuigdo das particulas, além deste tempo néo ter

diferido dos tempos 60, 90, 120 e 150s.

5.4. Extracdo de carotenoides

A analise estatistica baseou-se em analise dos efeitos, diagramas de Pareto e

graficos de superficie para os parametros estudados. O nivel de significancia avaliado foi de

90%.

5.4.1. Fase liquida

Na fase liquida foram avaliados parametros como: sélidos solUveis totais, grupos

redutores totais, residuo seco e teor de carotendides totais.

No pardmetro solidos sollveis totais verificou-se que a variagdo na quantidade de

enzima e o tempo foram significativos ao nivel de 90%. No diagrama de Pareto (Figura 16A),

é perceptivel a significancia, e pelos valores do teste t verificou-se que para essa variavel

dependente a quantidade de enzima se mostra bem mais significante que o tempo.

Na avaliacdo dos efeitos todas as varidveis independentes apresentaram efeitos

positivos para a quantificacdo dos solidos soluveis totais.
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Os sélidos soluveis totais sdo os sélidos que se encontram dissolvidos, neste caso,
na fase liquida deste experimento. Esse aumento nos sélidos sollUveis era esperado, pois a
maceracao enzimatica utilizando enzimas pectinoliticas facilitou a liberagdo dos sélidos que
estavam contidos na pelicula.

Para a avaliagdo da quantidade de grupos redutores totais também se verifica que
ao nivel de 90% de significancia, a quantidade de enzima e o tempo de macera¢do foram
relevantes (Figura 16B). O valor p foi de 0,0145, para a quantidade de enzima e 0,0626 para a
variavel independente tempo, estando ambos abaixo de 0,1.

A temperatura de maceracdo utilizada apresentou efeito negativo quando
relacionada a quantificagdo dos grupos redutores totais. Dessa forma, esta variavel
independente ao ser aumentada, ocasionou uma diminuicao no teor de solidos soluveis totais.

Os grupos redutores totais sdo constituidos principalmente por acucares, 0
aumento neste teor se deve a presenca de enzimas degradantes da parede celular. Essas
enzimas sdo as pectinametilesterases que atuam removendo grupos metoxilicos das
substancias pécticas, as poligalacturonases que liberam acido poligalacturénico e as
pectinaliases que atuam sobre os residuos de é&cido poligalacturdnico ou substratos

desmestoxilado liberando oligogalacturonideos.



i IGveis totais (A),
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Na Tabela 10 verifica-se a média do teor de carotendides recuperado na fase
liquida. N&o é encontrado diferenca significativa ao nivel de 10% para os experimentos 1, 2, 3
e 4. Percebe-se que 0 menor teor de carotenoides foi 1,73 mg B-criptoxantina/g massa seca,
encontrado ao se utilizar o menor tempo de maceracdo (1h) e menor quantidade de enzima
(50uL).

A maior recuperacédo de carotendides encontrada foi no experimento 5, com média
de 19,40 mg B-criptoxantina/g massa seca, apresentando diferenca significativa em relacéo
aos outros experimentos. Esta recuperacdo utilizou 150uL do complexo enzimatico, 3h de

maceragdo a uma temperatura de 35°C.

Tabela 10 —Média do teor de carotedides dos experimentos na fase liquida.

. Teor de carotenoides
) Variaveis
Experlmento (mg B-criptoxantina/g massa seca)
Quantidade (uL) | Tempo (h) | Temperatura (°C)

1 50 1 35 1,73
2 50 3 25 3,42°
3 100 2 30 2,36
4 150 1 25 3,12°
5 150 3 35 19,40°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 10% de significancia, pelo
Teste de Tukey.

Segundo Rodrigues e lemma (2005), o planejamento experimental vem sendo
utilizado com o objetivo de aprimorar metodologias analiticas, como maior extracdo de
compostos, maior resolu¢do em picos de cromatografia e minimizacdo de reagentes caros.
Dentro deste contexto, verifica-se que as varidveis avaliadas obtiveram resultados positivos

para o objetivo maior deste trabalho, extracdo de carotenoides por via enzimatica.
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5.4.2. Fase solida

Na fase solida percebe-se que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 10%
para os experimentos (Tabela 10).

Percebeu-se que os experimentos que utilizou 50pL e 100uL do complexo em 1h
e 2h de maceracdo, respectivamente, apresentaram teor de carotendides superior quando
relacionado ao controle. O controle consiste na quantidade de carotendides na pelicula antes
da maceracdo. Este fato se deve ao favorecimento da maceracdo enzimatica na extracao de
carotendides. Ao se utilizar enzimas, estas favoreceram a quebra da parede celular e assim
uma consequente liberacdo de carotenoides, que se encontram contidos nos cloroplastos. Ao
se realizar a determinacdo de carotendides na amostra controle, utilizou-se somente o
processo mecanico, enquanto nas amostras maceradas além do processo mecanico a acdo das

enzimas esteve presente.

Tabela 11 - Média do teor de carotendides dos experimentos na fase solida.

. Teor de carotendides
Experimento
(mg B-criptoxantina/g massa seca)
Controle 125°
Quantidade (uL) Tempo (h) Temperatura (°C)
50 1 35 152°
50 3 25 112
100 2 30 133
150 1 25 104
150 3 35 115°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 10% de
significancia, pelo Teste de Tukey.

Como se trata da pelicula apdés a maceracdo, esta ja& possui um teor de
carotendides, o decréscimo deste teor vai depender da quantidade de carotenoides que foi
recuperado na fase liquida. Assim, confirma-se que o maior teor de carotendides encontrado

foi ao se utilizar a menor quantidade de enzimas (50uL) e menor tempo (1h) e maior
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temperatura (35°C). Em contrapartida, o menor teor de carotendides encontrado foi ao se
utilizar maior quantidade de enzimas (150pL).

Dentro deste contexto, verifica-se que houve passagem de carotendides da casca
para a fase liquida, no entanto, outras avaliacdes aumentando faixa de tempo, concentragdes
de enzimas a niveis aceitaveis e até mesmo fixando uma temperatura podem ainda serem

realizadas para aperfei¢oar o processo estudado.



47

6. CONCLUSOES

o A pelicula comestivel de caja apresenta caracterizacao fisico-quimica mais rica

em termos de proteina e lipidios que a polpa de caja.

o As preparacdes enzimaticas apresentaram atividades pectinoliticas, xilanolitica,

amiloliticas e celuloliticas.

o A razdo pelicula:dgua adequada para a maceracdo foi de 1:4, assim como o

tempo de trituracdo mais eficiente foi de 30s.

o A preparagdo enzimatica Pectinex XXL mostrou-se mais eficiente na
maceracdo da pelicula comestivel de caja, provavelmente devido ao seu maior

conteddo de pectinoliase.

o E possivel extrair carotendides de pelicula comestivel de caja através de

hidrélise enzimatica utilizando meio aquoso.

o A condicdo de melhor recuperacdo de carotendides utilizou 150uL do

complexo enzimatico, 3h de maceragdo a uma temperatura de 35°C.
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