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RESUMO

As macas deterioradas sdo consideradas pelo setor da fruticultura como
um residuo contaminante. Entretanto, os principais fungos responsaveis
pela degradagdo provém de géneros produtores de enzimas pectinoliticas
(pectinases). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
potencialidade de macas deterioradas produzidas durante a estocagem,
sob refrigeracdo, como fontes de enzimas pectinoliticas. As macas
deterioradas, com caracteristicas de contaminagdo fungica (podridao
olho-de-boi e mofo azul), bem como magés prdprias para consumo, foram
utilizadas para o preparo das polpas de macés dos tipos Fuji e Gala (PF —
polpa de maga Fuji deteriorada, PG — polpa de macd Gala deteriorada,
PCF — polpa controle de maca Fuji propria para consumo e PCG — polpa
controle de maca Gala prépria para consumo). As polpas foram base para
elaboracdo dos extratos enzimaticos (EF, EG, ECF e ECG)
correspondentes, e caracterizadas quanto aos teores de sélidos totais,
lipideos, proteinas totais, residuo mineral fixo, fibra alimentar, sélidos
sollveis totais (SST), pH e acidez titulavel. Os extratos enzimaticos foram
caracterizados quanto ao pH, acidez titulavel, SST, proteinas sollveis,
micotoxina patulina (PAT) e atividade da pectinase, pelos métodos
espectrofotométrico e de reducéo da viscosidade. Em relacdo a atividade
da pectinase, solucbes de pectina a 1 % (m / v) (método
espectrofotométrico) e 5 % (m /v) (método viscosimétrico) foram
submetidas a hidrolise pelos extratos enzimaticos obtidos de macas
deterioradas, bem como seus respectivos controles e a enzima de
referéncia, separadamente, a 45, 50 e 60 °C, por 30 minutos, para cada
temperatura de hidrélise. Também foi realizada hidrélise por 60 minutos
para 0 método espectrofotométrico. PCF e PCG apresentaram os maiores
teores de sélidos totais 16,50 e 15,11 g / 100 g, respectivamente, e PCG
apresentou maior teor de residuo mineral fixo (2,70 g / 100 g). As polpas
apresentaram baixo teor de proteina e os teores de fibras alimentares entre
1,10 a 2,30 g / 100 g. PF obteve maior teor de lipideos (4,04 g / 100 g).
PCF e PCG apresentaram maiores teores de SST. Todas as polpas
exibiram diferencas significativas (p < 0,05) quanto ao pH. PG e PCG néo
diferiram quanto a acidez e PF apresentou maior valor (10,16 mL / 100
mL). EG apresentou menor pH e maior acidez. Em comparagéo as polpas,
a acidez e os teores de SST dos extratos enzimaticos foram menores.
Todos 0s extratos apresentaram baixos teores de proteina sollvel. EF e
EG apresentaram patulina, sendo EF com maior teor (4,57 g/ L). Quanto
a atividade da pectinase dos extratos pelo método espectrofotométrico,



apos a hidrolise da pectina por 30 minutos, verificou-se que a melhor
temperatura foi 45 °C. J& apds 60 minutos de hidrdlise, a 60 °C EF e EG
apresentaram melhor atividade. Contudo, pelo método viscosimétrico,
apos hidrélise por 30 minutos, os extratos apresentaram melhor atividade
a 50 °C. Portanto, as macgds deterioradas Fuji e Gala apresentam
perspectivas para futuros estudos como fontes de enzimas pectinoliticas.

Palavras-chave: Macas deterioradas. Caracterizacdo fisico-quimica.
Atividade enzimatica. Pectinase. Patulina.



ABSTRACT

The damaged apples are considered by the fruit industry as a
contaminating residue. However, the main fungi responsible for the
degradation comes from genera producing pectinolytic enzymes
(pectinases). This study aimed to evaluate the potential of deteriorated
apples produced during the storage, under refrigeration, as source of
pectinolytic enzymes. The damaged apples with fungal contamination
characteristics (Bull's eye rot and blue mold) and apples suitable for
consumption were used to prepare apples pulps of the Fuji and Gala types
(PF - apple pulp Fuji deteriorated, PG - apple pulp Gala deteriorated, PCF
- pulp control of Fuji apple suitable for consumption and PCG - pulp
control of Gala apple suitable for consumption). The pulps were used to
elaborate the corresponding enzyme extracts (EF, EG, ECF and ECG),
and characterized as total solids, lipids, total proteins, minerals, dietary
fiber, total soluble solids (TSS), pH and titratable acidity. The enzymatic
extracts were characterized as pH, titratable acidity and TTS, as well as
evaluated in relation to soluble proteins, mycotoxin patulin (PAT) and
pectinase activity by spectrophotometric and viscosity reduction
methods. Pectin solutions at 1 % (w/v) and at 5 % (w/v) were hydrolyzed
by the extracts obtained from deteriorate apples and their respective
controls and the reference enzyme apart, at 45, 50 and 60 °C, for 30
minutes for each hydrolysis temperature. Also, hydrolysis was carried out
for 60 minutes to spectrophotometric method. PCF and PCG had the
highest total solids contents of 16.50 and 15.11 g / 100 g, respectively,
and PCG presented higher fixed mineral residue content (2.70 g / 100 g).
The pulps presented low protein content and the content of fiber from 1.10
to 2.30 g / 100 g. PF presented higher lipid content (4.04 g / 100g). PCF
and PCG presented higher TSS contents and all pulps showed significant
differences (p < 0.05) for pH. PG and PCG did not differ as to acidity and
PF showed a higher value (10.16 mL / 100 mL). EG had lower pH and
higher acidity, but in compare with the pulps the acidity and TSS contents
of the enzymatic extracts were lower. All extracts had low levels of
soluble protein. EF and EG had patulin, and EF with a higher content
(457 pg / L). For the pectinase activity of the extracts by the
spectrophotometric method, after pectin hydrolysis for 30 minutes, it was
observed that the best temperature was 45 °C. After 60 minutes of
hydrolysis, at 60 °C EF and EG showed a better pectinase activity. But by
viscosimetric method, after hydrolysis for 30 minutes, the extracts
showed higher activity at 50 °C. Therefore, the apples deteriorated Fuji



and Gala show perspectives for future studies as sources of pectinolytic
enzymes.

Keywords: Deteriorated apples. Physicochemical characterization.
Enzymatic activity. Pectinase. Patulin.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de maca apresenta grande relevancia para o cenario da
fruticultura brasileira, sendo a terceira fruta mais consumida e a oitava
produzida no pais, em termos de volume (IBGE, 2015; REETZ et al.,
2015). A regido sul constitui um importante polo produtor de macas,
sendo responsavel por 99 % da producdo nacional. Santa Catarina
representa 49 % da producdo nacional e as principais variedades
produzidas sdo Gala e Fuji (IBGE, 2015).

Apesar do periodo de safra e colheita de macd ocorrer,
predominantemente, entre os meses de janeiro e maio (KIST et al., 2016),
seu consumo ocorre durante todo o ano. Isso se da gragas as condi¢des de
conservagdo pelo frio que mantém as frutas comercialmente disponiveis
durante um periodo maior. Normalmente, a temperatura de
armazenamento utilizada em volumes de estocagem individual em
contentores (bins) é de -1 a 0 °C (GIRARDI; BRACKMANN;
PARUSSOLO, 2004). Considerando que permanecem em camaras frias
por longos periodos, é comum observar a existéncia de frutas degradadas
durante a estocagem, sendo que grande parte destas alteragdes ocorre
devido a contaminacdo por fungos (BRACKMANN et al., 2004;
BECKERMAN, 2015).

As variedades de ma¢d mais populares sdo particularmente
suscetiveis a uma ou mais doencas (BECKERMAN, 2015), sendo 0s
principais micro-organismos contaminantes responsaveis pelas maiores
perdas na producdo de magd sdo Cryptosporiopsis perennans e
Penicillium expansum (BONETI et al., 2006; SANHUEZA, 2004b).
Além disso, fungos termorresistentes dos géneros Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys, produtores da micotoxina patulina, podem
se desenvolver e causar danos a saude do consumidor (LIU et al., 2003;
SCHUMACHER et al., 2006; WELKE et al., 2011).

As enzimas pectinoliticas (pectinases), sdo produzidas
principalmente por fungos filamentosos (géneros Aspergillus e
Penicillium) (BOM; FERRARA; CORVO, 2008). Essas enzimas estdo
relacionadas ao processo de maturacdo dos frutos e provocam o
amolecimento dos tecidos vegetais (UENOJO; PASTORE, 2007). As
enzimas pectinoliticas comerciais sdo obtidas em processos controlados,
a partir de micro-organismos selecionados (SANTI; BERGER; SILVA,
2014). Contudo, as macas deterioradas sao potenciais fontes de enzimas
pectinoliticas, uma vez que os fungos responséveis pela degradacéo dos



frutos sdo de géneros produtores de pectinases (BOM; FERRARA,;
CORVO, 2008).

Visando contribuir para a valorizacdo das macds deterioradas
produzidas durante a estocagem, sob refrigeracdo, o presente trabalho
avaliou as perspectivas deste material residual como potencial fonte para
a obtencédo de enzimas pectinoliticas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar as macas deterioradas residuais da estocagem, sob
refrigeracdo, como fonte para a produgdo de enzimas pectinoliticas.

1.1.2 Objetivos especificos

— Caracterizar as polpas de macas Fuji e Gala e deterioradas préprias
para o consumo (controle), estocadas sob refrigeracao.

— Obter extratos enzimaticos brutos a partir das macas Fuji e Gala
deterioradas e préprias para consumo (controle), estocadas sob
refrigeragdo.

— Verificar a presenca da micotoxina patulina nos extratos
enzimaticos brutos obtidos de macas deterioradas, dos tipo Fuji e
Gala.

— Determinar o teor de proteinas sollveis dos extratos enzimaticos
brutos obtidos de magds Fuji e Gala, deterioradas e proprias para
consumo (controle) e correlacionar com a atividade enzimética
especifica.

— Determinar a atividade especifica da pectinase nos extratos brutos
obtidos de macés Fuji e Gala, deterioradas e proprias para consumo
(controle), e comparar com a enzima comercial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A MACA (Malus spp.)

A maca (Malus spp.) é uma fruta de clima temperado, conhecida e
consumida em diferentes regiGes do Brasil e do mundo. Apresenta alto
teor de pectina, vitaminas e sais minerais, flavonoides e outros compostos
gue promovem beneficios a satide humana (ANDRADE et al., 2009).

O consumo regular de maca tem sido associado a prevencdo de
diversas doencas cronicas, tais como doenca cardiovascular (SONG et al.,
2005), doenga pulmonar obstrutiva cronica (GARCIA et al., 2005),
cancer de pulmao, cancer de mama (DI PIETRO et al., 2007), entre
outros. Além disso, apds o consumo de maca foi observado um aumento
significativo da atividade antioxidante no sangue de individuos saudaveis
(ANDRADE et al., 2009; LOTITO; FREI, 2004; KO et al., 2005).

Segundo Boneti et al. (2006), a macieira surgiu ha
aproximadamente 25 mil anos na regi&o da Asia e Oriente Médio, ap6s a
Gltima era glacial. Cerca de 7.000 cultivares de magcds sdo conhecidos
mundialmente, todavia, destacam-se comercialmente Golden Delicious,
Red Delicious, Granny, Braeburn, Smith, Pink Lady, Elstar, Fuji e Gala.
A producdo de Fuji e Gala representa 60 e 30 %, respectivamente, da
producdo nacional (PETRI et al., 2011).

No Brasil, o cultivo de macé iniciou na década de 70. Essa
producdo é de grande relevancia para o cendrio da fruticultura, sendo a
terceira fruta mais consumida e a oitava produzida no pais (IBGE, 2017,
REETZ et al., 2015). A cadeia produtiva de macé envolve um complexo
sistema de producdo, industrializacdo e comercializac¢do, gerando muitos
beneficios socioecondmicos as comunidades e aos estados produtores
(BRDE, 2015). A producgdo tornou-se autossuficiente e ocupa a décima
guarta posicdo mundial, devido a expanséo das areas de plantio e aumento
do rendimento (FAO, 2018; KIST et al., 2016). Em 2017 foram
produzidas 1.147.782 toneladas de mac¢a (IBGE, 2017; KIST etal., 2016).

A regido sul destaca-se em producdo de macd, uma vez que €
responsavel por 99 % da producao nacional (IBGE, 2017). Os principais
municipios produtores de maca no Brasil sdo Vacaria-RS e Sdo Joaquim-
SC, seguidos por Fraiburgo-SC, sendo responsaveis por 38, 36 e 18 % da
producdo total, respectivamente (IBGE, 2015). O estado de Santa
Catarina contribui com 49 % da producao nacional, sendo que a atividade
estd concentrada nas regides do Meio Oeste e Serra, englobando 41
municipios produtores (IBGE, 2015; IBGE, 2017; PEREIRA; SIMIONI;



CARIO, 2007). Essas regides sdo propicias a producdo de macé devido
as suas caracteristicas climaticas e de relevo, nas quais prevalece o clima
frio, terrenos planos e/ou de declive. Além disso, a presenca de indUstrias
e cooperativas altamente mecanizadas, com estruturas de processamento
e de armazenamento modernas permite a comercializacdo de maca
durante todo 0 ano (RECH; CARIO; AUGUSTO, 2014).

Alguns produtos derivados de maca como sucos, geleias, doces,
entre outros sdo produzidos, normalmente, com frutos que ndo obtiveram
bom desenvolvimento e/ou ndo apresentam os padr@es de qualidade
exigidos pelo mercado. Ademais, geram anualmente elevado volume de
residuos (ALBUQUERQUE et al., 2006; MELLO, 2004; VILLAS
BOAS, 2001).

2.2 PROCESSO  DE CONSERVACAO DE MAGCAS SOB
REFRIGERACAO

As magcds sdo suscetiveis a danos mecanicos, sendo estes muitas
vezes responsaveis pela deterioracdo e reducdo do valor comercial do
produto. Além disso, as macds apresentam padrdo respiratorio
climatérico, portanto, continua o processo de maturacdo apos a colheita
(KWEON, 2013). Este processo € influenciado pela temperatura na qual
sdo conservadas, sendo que temperaturas mais baixas retardam as
alteragdes bioquimicas e microbiolégicas (BRACKMANN et al., 2004;
KWEON, 2013).

A producdo de magd ocorre em um curto periodo do ano (Figura
1), esta condicéo aliada com a demanda por produtos com qualidade pelo
consumidor estimulam o desenvolvimento de novas variedades mais
resistentes as doencas, por melhoramento genético, e uso de tecnologias
qgue favorecem a conservagdo da magd por um maior periodo
(BRACKMANN et al., 2008; KIST et al., 2016).

Dentre os fatores importantes para a conservagdo da qualidade dos
frutos estd a temperatura de armazenamento, uma vez que atua na
prevencdo ou na diminuicdo da incidéncia de doengas e disturbios
fisiolégicos (KADER, 2002). Em condicdes de armazenamento
refrigerado, de temperatura e umidade relativa controladas, o periodo de
conservagdo é de aproximadamente quatro meses (SAQUET et al., 1997).
Segundo Reyes (1994), o armazenamento dos frutos a baixas
temperaturas auxilia na conservacdo das macgas, sendo o periodo de
comercializacdo de 7 a 14 dias a 20 °C.



Figura 1 — Distribuicdo de cultivares por periodo de colheita de magas no
Brasil.
CULTIVAR
SCS417 Monalisa
SCS425 Luiza
Clones de Gala
SCS413 Fuji Precoce
Joaquina
SCS426 Venice
Daiane
Clones de Fuji
SCS416 Kinkas
SCS427 Elenise
Fonte: Kist et al. (2016).

Além dos cuidados e da moderniza¢do no armazenamento, 0 pré-
resfriamento, quando praticado pelos fruticultores, deve proporcionar a
rapida diminuicdo na temperatura das frutas, sendo considerada uma
etapa importante no processo de conservacdo, pois minimiza o processo
respiratorio, a perda de dgua e previne o desenvolvimento de doengas,
prolongando a vida util dos frutos (BRACKMANN et al., 2004). Os
principais métodos de pré-resfriamento utilizados para macgd sdo o
resfriamento em cadmara fria, ar forcado e 4gua (hydrocooling).

No Brasil, é comumente utilizado o pré-resfriamento em agua e
armazenamento em camaras frias (Figura 2). Estas devem manter a
temperatura constante, caso contrario haverd perda na qualidade das
macas, uma vez que ocorrera maior consumo de acUlcares e acidos
acumulados (BRACKMANN et al., 2004; BRACKMANN et al., 2008).
Além disso, ao prolongar o tempo de armazenamento nas cadmaras frias
observa-se perda de firmeza na polpa e escurecimento do fruto
(BRACKMANN et al., 2008).



Figura 2 — Armazenamento de magds em paletes e bins em cdmara fria de
temperatura e atmosfera controladas.
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Fonte: Grupo Fischer S/A (2017).

2.3 PRINCIPAIS DOENGAS DA MACA

Os alimentos mais propensos & deterioracdo por fungos sdo as
frutas e os produtos obtidos das mesmas (KOTZEKIDOU, 1997). Sua
principal fonte de contaminag&o é o solo, onde estéo presentes a maioria
dos fungos (SANHUEZA, 2004a). Contudo, durante a maturacdo das
frutas ocorre o aumento do pH dos tecidos, carboidratos sollveis sdo
formados e as barreiras de defesa enfraquecem, favorecendo assim a acao
fangica (STINSON et al., 1981). Além disso, 0 manuseio dos frutos de
forma indevida pode resultar na destruicdo interna dos tecidos,
promovendo rachaduras e rupturas na camada externa do fruto,
facilitando a atuacdo de micro-organismos e insetos (RESENDE;
MACHADO, 2000).

A producdo de maca no Brasil é concentrada em um curto periodo
do ano e por esse motivo, o armazenamento dos frutos é essencial para a
continuidade da comercializagdo durante o ano. Nesse periodo ocorre a
perda de frutos devido ao amadurecimento, desordens fisioldgicas, e ao
ataque por pragas e patdgenos (BRACKMANN et al., 2008;
SANHUEZA, 2004a). De modo geral, a deterioragdo da maca e seus
derivados pode ser caracterizada pelo crescimento visivel do fungo,
producdo de cido, odor desagradavel e ruptura da estrutura dos tecidos
vegetais, sendo a Ultima decorrente da acdo de enzimas pectinoliticas
(GERALDA-SILVA et al., 2005; SANHUEZA, 2004a; UGWUANY]I,;
OBETA, 1999).



As doencas da macieira podem provocar o enfraquecimento das
plantas e a morte do pomar, além disso, as frutas tornam-se
comercialmente pouco atrativas (KOVALESKI; RIBEIRO, 2003),
impactando diretamente na economia da maca. Segundo Martins et al.
(2007), as perdas na pds-colheita sdo superiores a 20 %.

A podriddo olho-de-boi (Cryptosporiopsis perennans) e o mofo
azul (Penicillium expansum) sdo as doengas pds-colheita que causam as
maiores perdas na producdo de macd no Brasil (BONETI et al., 2006;
SANHUEZA, 2004b). Além disso, a presenca de patulina na maca é
recorrente e de elevada importancia, principalmente em termos de
seguranca para o consumo (WELKE et al., 2011).

2.3.1 Podridao olho-de-boi

A podridao olho-de-boi, como é popularmente conhecida, é uma
doenca que atinge o pomar e o fruto da maga (SANHUEZA, 2004a). Esta
presente em diversas regifes produtoras de ma¢d no mundo, sendo
relatada na Australia, Brasil, Chile, Estados Unidos, Itdlia, Poldnia e
Republica Tcheca (MICHALECKA etal., 2015; PESICOVA et al., 2016;
SANHUEZA; BOGO, 2015). E considerada a principal doenca pos-
colheita da magd, sendo recorrente durante o armazenamento. Na regido
sul do Brasil, a podriddo olho-de-boi é responsavel por perdas superiores
a 18 % (VALDEBENITO-SANHUEZA; SPOLTI; DEL PONTE, 2010).
Além disso, os frutos com essa doenca sdo inviaveis para comercializagao
in natura, dessa forma os lucros obtidos com o cultivo de macé séo
menores (ARAUJO et al., 2016).

O patégeno responsavel pela podriddo olho-de-boi é o
Cryptosporiopsis perennans. Este se desenvolve no inverno, em periodos
de elevado volume de chuva, sob a temperatura média de 0 a 20 °C. A
infeccdo inicia-se pela epiderme, quando o fruto esta em processo de
maturacdo, sem precisar de ferimentos na superficie. Internamente, os
tecidos apresentam-se desidratados e com lesdo aparente nas areas da
podriddo (Figura 3) (ARAUJO et al., 2016; SANHUEZA, 2004a;
SANHUEZA, 2004b).



Figura 3 — Magds deterioradas com a epiderme e polpa contaminadas com
a podridao olho-de-boi.
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Fonte: Sanhueza (20043).

|

Em relacdo as medidas de controle e prevencdo da podridao olho-
de-boi, incluem a remog&o de cancros em ramos e a eliminacdo de frutos
e ramos caidos. A aplicacdo de luz ultravioleta também pode prevenir a
incidéncia dessa doenca nos frutos (ARAUJO et al., 2016). Além disso,
0 controle da temperatura no armazenamento e o uso de atmosfera
controlada podem retardar a deterioracdo das macgés pelo C. perennans
(SANHUEZA, 2004a; SANHUEZA,; BETT]I, 2005). O uso de fungicidas
cUpricos no inverno e de benzimidazois e protetores em pré-colheita séo
recomendados para o controle da podriddio  olho-de-boi
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2006).

2.3.2 Mofo azul

A podridéo por Penicillium ou mofo azul, como é conhecida, € uma
doenca pds-colheita que ocorre durante o armazenamento (SANHUEZA,
2004a). O micro-organismo responsavel pelo mofo azul é o Penicillium
spp., sendo a espécie P. expansum a mais comum (JONES;
ALDWINCKLE, 1990; BRACKMANN et al., 2008). O Penicillium spp.
pode contaminar as frutas de clima temperado, em condi¢des de
temperatura ambiente de comercializagdo, bem como em temperatura de
refrigeracdo convencional e em atmosfera controlada (AMIRI,
BOMPEIX, 2005; MOSTAFAVI et al., 2013; SANHUEZA, 2004b).

A contaminagdo com Penicillium spp. ocorre quando o fruto
apresenta fissuras em sua superficie, favorecendo o desenvolvimento do
fungo durante a colheita e 0 manuseio da maca. O fungo pode ter como
origem os residuos da colheita presente nos bins (contentores de frutas) e,
0S esporos podem estar presentes nos tanques de imerséo utilizados na



classificacdo das macis (AMIRI; BOMPEIX, 2005; ARAUJO et al.,
2016). Os bins sdo caixas nas quais as macas sdo transportadas desde 0s
pomares as camaras frias, onde sdo empilhados (BRACKMANN et al.,
2008).

O mofo azul desenvolve-se rapidamente na macgd, provoca
podriddo e o amolecimento dos tecidos. A regido afetada pelo fungo
apresenta uma mancha aquosa e translicida, com colora¢do bege ou
marrom-claro (Figura 4). Em condicGes de alta umidade, desenvolvem-se
sobre a area afetada manchas brancas e azuis constituidas pelo micélio e
esporos do fungo (SANHUEZA, 2004a). Contudo, o mofo azul pode
variar de aspecto conforme a cultivar de magd e periodo de colheita
(ARAUJO et al., 2016).

Figura 4 — Magas deterioradas com caracteristicas de mofo azul.

Fonte: Sanhueza (2004b).

Para minimizar a contaminacdo é necessario aplicar as Boas
Préticas Agricolas, desde o cultivo a colheita das magas, bem como ter o
manejo adequado, selecionar os frutos sem fissuras, ter uma boa
higienizacdo dos bins e, se necessario, aplicar fungicidas com imazalil ou
iprodiona apds a colheita (ARAUJO et al., 2016; SANHUEZA, 2004a).
Além disso, atuar na prevencdo do mofo azul é importante, pois o fungo
Penicillium spp. é responsavel pela producdo da micotoxina patulina, que
€ uma substdncia mutagénica, de efeito toxico caracterizado por
distarbios respiratérios e motores, capaz de promover neuro €
imunotoxicidade, além de acdo teratogénica (BAERT et al.,, 2007,
BRACKMANN et al., 2008; SCUSSEL, 1998).
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2.3.3 Micotoxina patulina

As micotoxinas sdo metabdlitos toxicos secundarios produzidos
por fungos filamentosos, principalmente dos géneros Penicillium spp. e
Aspergillus spp., e sdo capazes de produzir efeitos agudos ou cronicos no
organismo humano e animal (BERTHILLER et al., 2007; BERTHILLER
etal., 2013; SCUSSEL, 1998).

A patulina (Figura 5), também denominada clavicina, claviformina
Oou expansina, € uma micotoxina termorresistente da classe
hidroxifuropiranona (GARCIA et al.; 2011).

Figura 5 — Estrutura quimica da patulina.
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Fonte: Moake, Padilla-Zahour e Worobo (2005).

Dentre os fungos produtores de patulina destaca-se o P. expansum,
uma vez que para o seu desenvolvimento elevados niveis de oxigénio ndo
sdo requisitados, além disso, este fungo pode-se reproduzir em baixas
temperaturas (< 5 °C). O P. expansum também é responsavel por 70 a 80
% da deterioragdo de frutas armazenadas e, em especial, macas (BAERT
etal., 2007; LEGGOTT,; SHEPHARD, 2001).

Alguns estudos realizados com animais demonstraram que a
patulina apresenta efeito carcinogénico, mutagénico e teratogénico, bem
como agdo imunossupressora (SCHUMACHER et al., 2005;
SCHUMACHER et al., 2006). Segundo Scussel (1998), Moake, Padilla-
Zahour e Woraobo (2005), o efeito toxico dessa micotoxina é caracterizado
por distarbios motores e respiratérios, espasmos, asfixia, hemorragia no
pulmé&o e cérebro. Além disso, a patulina pode provocar danos hepaticos,
uma vez que a toxina inibe o crescimento e a sintese de proteina em
cultura de tecido hepatico (PUEL; GALTIER; OSWALD, 2010). Em
humanos, foram observados distlrbios gastrointestinais, nduseas e vémito
devido ao consumo de alimentos contaminados com essa micotoxina,
principalmente macas e seus derivados (LAI et al., 2000).

O JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives) estabelece
como Limite de Ingestdo Diaria Toleravel Maxima Proviséria (PMTDI)
de patulina, 0,4 pg.Kg™* de peso corpéreo / dia (FDA, 2001). No Brasil,
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os Limites Maximos Tolerados (LMT) de patulina em produtos de maca
¢ de 50 pg.Kg' (BRASIL, 2011). Devido a sua toxicidade e a
possibilidade da presenca de patulina ser indicador de seguranca em
alimentos, a Comissdo do Codex Alimentarius estabelece como
concentracdo maxima aceitavel 50 pg.L* de patulina em suco de maca
(CODEX, 2003). De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1881 (2006),
na Unido Europeia, o nivel maximo permitido para produtos de maca
destinados a criangas é 10 pug.Kg . Contudo, tais limites sdo determinados
para produtos de consumo direto. Apesar da baixa exposicdo da
populacdo em geral a patulina, grupos especificos, como bebés e criancas,
estdo mais expostos, pois tendem a consumir mais produtos a base de
maca (DRUSCH et al., 2007).

A producéo de patulina pelo fungo ocorre nas partes danificadas
da magcd, porém a micotoxina pode difundir na area de tecido sadio de 1
a 2 cm (TANIWAKI et al., 1992; RYCHLIK; SCHIEBERLE, 2001).
Fatores como o tamanho das lesdes e 0 tempo em que as magas ficam
expostas a temperatura ambiente apds o armazenamento refrigerado,
podem influenciar significativamente a producdo da micotoxina
(MORALES et al., 2007). Quanto maiores forem as lesdes iniciais no
fruto, maior é a producéo de patulina. Além disso, 0 armazenamento a 25
°C apo6s o periodo de estocagem a frio propicia o desenvolvimento do
tecido danificado e o acimulo de patulina (AMPARO et al., 2012;
WELKE et al., 2009).

2.4 PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

As enzimas sdo substancias organicas especificas compostas por
polimeros de aminoacidos de natureza proteica, que atuam,
principalmente, como catalisadores bioldgicos de reacGes quimicas
(BORZANI et al., 2001; COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Estdo envolvidas em
diversos processos vitais, uma vez que as reagdes quimicas fundamentais
para organismos vivos, como oxidacdo de glicose a CO, hem como a
replicacdo e transcricdo de DNA, na auséncia desses catalisadores
biolégicos ocorrem em velocidades muito baixas (BORZANI et al., 2001;
COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

As enzimas aceleram a velocidade de reagdes quimicas,
diminuindo a energia de ativagao para que essas reagdes ocorram e estdo
envolvidas em diferentes processos bioquimicos e metabdlicos. Devido a
sua complexidade estrutural, possuem alta especificidade (BORZANI et
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al., 2001; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; LI etal., 2012).
Geralmente, sdo sintetizadas pelas prdprias células onde atuam, além
disso, tém concentracdo celular variavel, conforme as condi¢des
fisioldgicas requeridas e podem ter sua atividade modulada (BORZANI
etal., 2001).

Alguns fatores como a concentragdo de enzima ou de substrato,
temperatura, pH e presenca de cofatores influenciam na velocidade das
reacdes enzimaticas. Além disso, a atividade enzimatica pode variar de
acordo com a estrutura da proteina, natureza do substrato e do grupo
prostético (LEE; REDFERN; ORENGO, 2007; LI et al., 2012). Em usos
industriais as enzimas destacam-se em relacdo aos catalisadores
quimicos, devido a sua alta especificidade, bem como as condigdes
brandas de reacdo, minimizando o0s gastos energéticos, 0s prejuizos
ambientais e toxicoldgicos (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Comercialmente, as enzimas sdo produzidas a partir de células
onde cumprem uma funcdo metabdlica (COELHO; SALGADO;
RIBEIRO, 2008). As celulas microbianas sdo fontes de enzimas,
oferecendo vantagens, como a possibilidade de uma maior producéo em
um menor tempo, relativa facilidade para serem cultivadas em condigdes
controladas e alta sensibilidade as alteracBes genéticas, o que permite,
através de técnicas da biologia molecular e celular, a obtencdo de
linhagens melhoradas quanto a producéo e qualidade da enzima requerida
(PANDA et al., 2016).

Os processos fermentativos, cujas etapas estdo genericamente
descritas na Figura 6, sdo utilizados para a obtencdo de enzimas
microbianas (BORZANI et al., 2001; COELHO; SALGADO; RIBEIRO,
2008). A fermentacdo ocorre quando 0s micro-organismos presentes no
meio se reproduzem e utilizam uma fonte de nutriente especifica,
transformando a matéria prima em bioproduto (COURI; DAMASO,
2018). Além disso, 0 processo de fermentacdo permite a producdo de
enzimas com alta produtividade e menor custo (PANDA et al., 2016).

A crescente utilizacdo de enzimas microbianas em processos
industriais, bem como as diferencas entre as mesmas, demanda processos
variados (DAMASO; COURI, 2019; PANDA et al., 2016). O processo
de fermentacdo pode ser de dois tipos: a fermentacdo submersa (FS) e a
fermentacdo em meio semissdlido ou estado solido (FMSS ou FES). A
fermentacdo submersa ocorre em meio com presenca de agua livre e
normalmente com substratos sollveis. J& a FMSS ou FES ocorrem na
auséncia total ou parcial de &gua livre, onde o crescimento microbiano e
a formacdo de produtos ocorrem na superficie de substratos sélidos
(DAMASO; COURI, 2019).
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Os processos fermentativos também podem ser classificados
guanto ao modo de operacdo. De acordo com Damaso e Couri (2019),
podem ser: 1) batelada, no qual o processo é interrompido para retirada
de todo o produto e seu término; 2) batelada alimentada, no qual uma
corrente de alimentacéo é adicionada ao biorreator, sem que efluente e
células sejam removidos do sistema; 3) continuo, ocorre entrada de uma
corrente de alimentacdo e saida de produto durante todo tempo de
operacao.

Figura 6 — Fluxograma genérico de producdo de enzimas microbianas.
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Fonte: Adaptado de Coelho, Salgado e Ribeiro (2008).

As enzimas microbianas tém ampla aplicagdo, sdo usadas em
detergentes, nas industrias téxteis, de papel e celulose, sintese organica e
indUstria de biocombustiveis, alimentos e racGes (LI et al., 2012).Com o
avanco dos estudos da producéo enzimatica, processos de fermentacéo e
recuperacao, estima-se 0 uso crescente de enzimas na industria (DEWAN,
2016; SINGH et al., 2016). Em relagdo ao mercado global, estima-se uma
taxa de crescimento de 7 % durante o periodo de 2015 a 2020 para atingir
quase US$ 6,2 bilhdes (DEWAN, 2016; SINGH et al., 2016).
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2.4.1 Enzimas microbianas no processamento de alimentos

Historicamente, os processos biotecnoldgicos sdo praticados ha
milhares de anos. As antigas civilizacGes relataram 0 uso de processos
fermentativos para preparacdo de bebidas alcodlicas, havendo, inclusive,
registros biblicos sobre a fabricacdo do péo e do vinho (LERESCHE;
MEYER, 2006).

As enzimas tém aplicagdo em diferentes campos, incluindo a
fabricacdo de alimentos, nutricdo animal, cosméticos, medicamentos,
entre outros. S&o conhecidas cerca de 4.000 enzimas, sendo que 200
destas tém origem microbiana e apresentam uso comercial, sendo
processadas por um pequeno nimero de empresas, em grande escala, em
todo o mundo (LI etal., 2012). Quando comparadas as enzimas de origem
vegetal e animal, as enzimas microbianas apresentam vantagens, como
relativo baixo custo e menor tempo de producdo (NIGAM, 2013).

As enzimas utilizadas no processamento de alimentos promovem
alteracdes desejaveis nas caracteristicas de um alimento durante o seu
processamento (BRASIL, 2014). Em geral, as enzimas sdo consideradas
como adjuntos tecnoldgicos e ndo como aditivos alimentares, também nédo
possuem demanda de funcéo tecnoldgica no produto final (COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008; NIGAM, 2013). Na legislacdo brasileira
vigente, as enzimas microbianas no processamento de alimentos devem:

“Art. 10. (...) ser obtidas por métodos e condicdes
que garantam a fermentacdo controlada e que
impecam a introducdo de micro-organismos
capazes de originar substancias toxicas ou
indesejaveis. Art. 11. (...) enzimas de origem
microbiana para uso na producdo de alimentos
devem ser estaveis, seguras, ndo patogénicas e ndo
toxigénicas (BRASIL, 2014)”.

Na industria de alimentos, as enzimas microbianas séo utilizadas
principalmente na panificacéo, suco de frutas e fabricacéo de queijos, bem
como na producéo de vinho e fabricagdo de cerveja (NIGAM, 2013).
Comercialmente, as enzimas usadas no processamento de alimentos sdo
preparagOes enzimaticas, que contém ndo apenas a enzima desejada, mas
também metabdlitos da linhagem de producéo e ingredientes ou aditivos
alimentares, a fim de facilitar o seu armazenamento, comercializacéo,
padronizacdo, diluicdo ou dissolugdo (BRASIL, 2014; NIGAM, 2013).
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2.5 ENZIMAS PECTINOLITICAS

As enzimas pectinoliticas, também denominadas pectinases, séo
produzidas por diversos insetos, nematoides, plantas e, principalmente,
por fungos filamentosos (géneros Aspergillus e Penicillium), leveduras e
bactérias (BOM; FERRARA; CORVO, 2008), e no Brasil, o micro-
organismo regulamentado para a producdo de enzimas pectinoliticas é o
A. niger (BRASIL, 2014).

As pectinases sdo enzimas que atuam na solubilizacdo,
desesterificacdo e despolimerizacéo da pectina nativa (ALKORTA et al.,
1998; BIZ et al., 2014). De modo geral, as pectinases contribuem para a
degradacdo da pectina presente nos tecidos vegetais, favorecem o
amolecimento dos mesmos e estdo associadas ao processo de
amadurecimento de frutos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; KASHYAP et al., 2001).

As enzimas pectinoliticas tém aplicagdes em diferentes segmentos
da indistria (Tabela 1), com destaque em alimentos e bebidas (Tabela 2)
(SANTI; BERGER; SILVA, 2014; UENOJO; PASTORE, 2007). Séo
empregadas na extracdo e clarificacdo de sucos, promovem a melhoria
das propriedades sensoriais do vinho, aumentam a eficiéncia de extracéo
de 6leos vegetais e aceleram do processo de fermentacdo do café e do cha
(ALKORTA et al., 1998; BlZ et al., 2014; UENOJO; PASTORE, 2007).
Além disso, as enzimas pectinoliticas sdo utilizadas como coadjuvantes
tecnolégicos em alimentos, principalmente para aves e ruminantes, para
melhorar a digestibilidade e valor nutricional (BIZ et al., 2014).

Alguns fatores como os componentes do meio de cultura,
condicdes de cultivo (pH, temperatura, aeragdo, agitacdo e tempo de
incubacédo) sédo determinantes para a producdo de enzimas pectinoliticas
(BlZ etal., 2014; UENOJO; PASTORE, 2007). Além disso, h& influéncia
das técnicas utilizadas, sendo a fermentacdo em estado sélido (FES) a
mais empregada, uma vez que propicia a producédo de enzimas brutas mais
concentradas, reduzindo dessa forma os custos de extragao e purificacdo
(SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003; ZHENG; SHETTY, 2000).
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Tabela 1 — Aplicacdes das enzimas pectinoliticas em diferentes areas da
indistria.

IndUstria Aplicacao

Sucos e vinhos  Melhoria na extracdo de sucos, clarificagdo, pigmentos,
liberacdo de aroma e outros compostos.

Alimentos Producéo de purés, polpas de frutas, liberacdo de aroma,
compostos prebidticos e ragdo animal.

Oleos Melhoria na extracdo de dleos e recuperagdo de 6leos
essenciais de citricos, extracdo de agentes antioxidantes.

Bioetanol Degradagdo da matéria organica e liberacdo de aglcares para
degradagdo microbiana e producéo de bioetanol.

Ché e café Melhora na fermentacéo.

Teéxtil Tratamento das fibras naturais.

Papel Brangueamento da polpa kraft.

Fonte: Adaptado de Santi, Berger e Silva (2014).

Em comparacdo a fermentacdo submersa (FS), as principais
vantagens do uso da FES para producdo de pectinases sdo: uso de
biomassa e de residuos agroindustriais; uso de reatores menores; maiores
rendimentos, além da auséncia de formacao de espuma; menor demanda
de energia e; facilidade de controle de contaminagdo devido & baixa
guantidade de agua no sistema (DAMASQO; COURI, 2019).

Os residuos agroindustriais, como cascas de frutas e bagaco, sdo
utilizados como substrato para a produgdo de pectinases (KAUR;
KUMAR; SATYANARAYAMA, 2004). Sao fontes para
desenvolvimento microbiano, além disso, viabilizam a obtencdo de
enzimas com custo reduzido, sendo uma alternativa econdmica e
ecologicamente interessante (BIZ et al., 2014; DAMASO; COURI,
2019). A producdo de sucos, vinhos e outros alimentos a base de vegetais,
por exemplo, geram elevados volumes de residuos agroindustriais. Estes
podem ser utilizados como substratos para a produgdo de pectinases,
minimizando o0s custos da produgdo dessas enzimas e sendo,
indiretamente, um processo retroalimentado (SANTI; BERGER; SILVA,
2014).

As enzimas pectinoliticas sdo classificadas em dois grandes
grupos, desmetoxilantes e despolimerizantes. O primeiro desesterifica a
pectina transformando-a em &cido péctico por meio da remocao dos
residuos metoxila, ja as enzimas despolimerizantes catalisam a quebra das
ligagBes a-1,4 da cadeia principal da pectina (KASHYAP et al., 2001,
JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005), sendo as principais:
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= Poligalacturonases (PG)

a. Endo-PG (EC 3.2.1.15): hidrolisa aleatoriamente as ligagdes
a-1,4 entre unidades de acido poligalacturénico.

b. Exo-PG 1 (EC 3.2.1.67): hidrolisa as ligacGes sucessivas do
acido poligalacturénico, a partir da extremidade néo-
redutora, liberando &cidos galacturénicos.

c. Exo-PG 2 (EC 3.2.1.82): hidrolisa as ligacGes alternadas do
acido poligalacturénico, a partir do terminal ndo-redutor,
liberando acidos digalacturénicos.

= Polimetilgalacturonases (PMG)
a. Endo-PMG (EC 3.2.1.15): hidrolisa a ligacdo glicosidica a-
1,4 da pectina, preferencialmente, na pectina altamente
esterificada.
b. Exo-PMG (EC 3.2.1.15): hidrolisa a ligacdo glicosidica o-
1,4 da pectina na extremidade ndo redutora da cadeia da
pectina.

= Poligalacturonato Liase (PGL)

a. Endo-PGL ou endo-pectato liase (EC 4.2.2.2): hidrolisa as
ligagBes glicosidicas internas entre residuos de acido péctico
por trans-eliminagé&o.

b. Exo-PGL ou exo-pectato liase (EC 4.2.2.9): hidrolisa as
ligagBes glicosidicas entre residuos de acido galacturdnico
por trans-eliminagdo, a partir de terminais nao-redutores

= Polimetilgalacturonato liase (PMGL)

a. Endo-PMGL ou endo-pectina liase (EC 4.2.2.10): hidrolisa
as ligacbes glicosidicas entre residuos de Aacidos
galacturénicos por um mecanismo de trans-eliminacéo.

b. Exo-PMGL ou exo pectina liase: hidrolisa a pectina,
sequencialmente, por trans-eliminacéo.

Segundo Zheng e Shetty (2000), as poligalacturonases sao
comumente aplicadas em processos envolvendo frutas e vegetais. Essa
classe de pectinasess podem ser divididas em endoenzimas, que agem
dentro da molécula em acoplamentos de a-1,4 €, em exoenzimas, que
catalisam a hidrélise de galacturénicos, moléculas acidas de nao reducéo
no término da cadeia (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).
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Tabela 2 — Func0es e aplicacfes das pectinases na industria de alimentos

e bebidas.

Enzima

Funcéo

Aplicacéo

Poligalacturonase com alta
atividade de pro-pectinase e
baixa celulase

Poligalacturonase e pectina
trans-eliminase  com  baixa
atividade de pectina esterase e
hemicelulase

Poligalacturonase e
trans-eliminase

pectina

Pectinase

Pectina esterase com atividade
de poligalacturonase e pectina
liase

Pectina esterase

Hidrdlise parcial de pré-pectina

Hidrdlise parcial de pré-pectina
e de pectina solivel em
fragmentos de tamanho médio,
formacdo de precipitado e
remogdo de hidrocol6ides de
celulose

Hidrolise completa de pectina e
de eliminase e hemicelulase.
polissacarideos ramificados

Hidrolise de polissacarideos das

paredes celulares vegetais;
infusdo de pectinase para
facilitar o descascamento e

melhorar a firmeza de frutas e
vegetais

Processamento de frutas

Desesterificacdo e gelificacdo de
pectina

Producdo de purés com
alta viscosidade

Producdo de sucos
vegetais néo
clarificados de baixa
viscosidade

Clarificacdo de sucos
de frutas

Maceracdo da casca e
extracdo de pigmentos
de frutas, estabilidade,
filtracdo e clarificacéo
de bebidas; alteracdo
das propriedades
sensoriais de frutas e
vegetais

Producéo de molhos e
polpas de frutas

Clarificacéo de sidra

Fonte: Adaptado de Uenojo e Pastore (2007).

2.5.1 Métodos para determinagéo de atividade da pectinase

Para determinar a atividade catalitica de uma enzima, é necessario,
primeiramente, identificar as alteragbes quimicas que envolvem a
conversao de substrato a produto. As enzimas apresentam atividades de
acordo com os tipos de reacdes quimicas que catalisam (COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008; HARRIS; KESHWANI, 2009). Além
disso, para determinar a atividade enzimatica, as propriedades fisico-
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guimicas de um determinado substrato devem ser conhecidas, em relacéo
as do produto de forma quantificavel (HARRIS; KESHWANI, 2009).

Os métodos existentes permitem a determinacéo da atividade da
pectinase total ou atividades individuais das poligalacturonases, pectina
liases e pectina metilesterases (JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009).
Dentre os mais utilizados, cabe destacar os métodos espectrofotométricos
e viscosimétricos (JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009). Os
métodos espectrofotométricos sdo simples e precisos, no qual a
absorbancia de luz na faixa do ultravioleta e do visivel é avaliada
(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). H4 uma relagio direta entre a
atividade enzimatica e a concentracdo do analito, além disso, a
sensibilidade do método e o limite de deteccdo sdo relacionados com a
absortividade molar (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; JAKOB;
BRYJAK; POLAKOVIC, 2009).

A determinacdo da atividade da pectinase via métodos
espectrométricos inclui a hidrolise da pectina contendo o extrato
enzimatico, incubado por determinado periodo de tempo, sob pH,
temperatura e concentragdo inicial de pectina conhecidos (BIZ et al.,
2014; JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009). Conforme o método de
quantificacdo de acUcares redutores liberados, sdo obtidas as curvas
padrdo, por ADNS (MILLER, 1959) ou pelo método de Somogyi (1952).
Ambos sdo simples, de facil adaptacéo e reprodutibilidade em laboratério,
além disso, podem ser utilizados para analisar elevado numero de
amostras (BI1Z et al., 2014).

Os padrdes de acdo das enzimas pectinoliticas também podem ser
determinados por analises viscosimétricas (COLLMER; RIED; MOUNT,
1988). Segundo Coelho, Salgado e Ribeiro (2008), pectinases tém sua
atividade determinada pela reducdo da viscosidade de uma solugéo de
pectina sob condi¢Bes reacionais padronizadas. Durante a producédo de
pectinases de uso na industria de alimentos, a atividade pectinolitica é
determinada dessa forma (B1Z et al., 2014).

Mutlu et al. (1999), desenvolveram método para a determinacédo da
atividade pectinolitica total utilizando medidas de viscosidade em
diferentes concentracGes iniciais de pectina e temperaturas controladas.
No entanto, esse método ¢ valido somente para solucdes de pectina pura
(JAKOB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009). Devido a prevaléncia de
inibidores de pectinase, os resultados dos extratos de tecidos vegetais
devem ser interpretados com cautela (COLLMER; RIED; MOUNT,
1988).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

As macds deterioradas das variedades Fuji e Gala, com
caracteristicas de contaminacgdo fungica (podriddo olho-de-boi e mofo
azul) que seriam descartadas, foram fornecidas por cooperativas da regido
serrana produtoras de magds do estado de Santa Catarina e pelos boxes da
Central de Abastecimento do Estado de Santa Catarina S/A (CEASA —
SC). As macas proprias para consumo dessas mesmas variedades, tiveram
igual procedéncia.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico ou cromatogréfico,
conforme o requerimento das analises.

A enzima comercial de referéncia foi a Pectinex Ultra SP-L (>
3.800 U/mL), produzida pela Novoenzyme.

O substrato empregado foi a pectina citrica comercial (Vetec®).

3.2 METODOS
3.2.1 Coleta e transporte das macas deterioradas

Foram coletadas macds Fuji e Gala deterioradas, que seriam
descartadas, de modo aleatério em visita as cooperativas em Sao Joaquim
(SC) e ao CEASA em dias diferentes, somando cerca de 10 Kg de
amostras. As magds controle (préprias para consumo) foram adquiridas
nos boxes de compra do CEASA. Todas as macds foram classificadas
guanto a variedade, armazenadas em recipientes isotérmicos com gelo e
transportadas até o laboratério de Tecnologia de Frutas e Hortalicas,
CCA, UFSC. As macgds foram selecionadas de modo aleatdrio,
considerando o menor grau de maturacdo/deterioracdo (Figura 7),
posteriormente foram classificadas e acondicionadas em sacos de
polietileno (devidamente lacrados), e permaneceram sob refrigeracéo até
0 momento do preparo das polpas (Figura 8).
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Figura 7 — Padrdo das magds deterioradas e prdprias para consumo
(controle) das variedades Fuji e Gala selecionadas para o preparo das
polpas.

i
SATEN

\
Fonte: Autora (2019).

Conforme demonstrado na Figura 8, as magds foram lavadas em
agua corrente, cortadas manualmente, sementes e pedlnculos foram
removidos, e posteriormente trituradas em liquidificador com as cascas.
As polpas obtidas foram acondicionadas em tubos Falcon de 50 mL,
devidamente identificados, e mantidos sob refrigeracéo até a realiza¢do
das analises de caracterizacdo fisico-quimica e preparo dos extratos
enzimaticos.
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Figura 8 — Fluxograma de preparo das polpas de macas deterioradas e
préprias para consumo, dos tipos Fuji e Gala.

Selegdo e — Magis Fuji e Gala
N classificagdo /
S AN

N

Macas
deterioradas

Magis
proprias para
consumo

Refrigeragdo

[

Higienizacdo em
agua corrente

Corte e trituragio Sementes e pedinculos
removidos
/ | | AN
8 | | AN
== = PF —Polpa de magi Fuji deteriorada;
ES: = PCF — Polpa controle de magd Fuji prépria para consumo;
= = PG —Polpa de magi Gala deteriorada:
= = PCG — Polpa controle de magd Gala propria para
N - N - consumo.
PF PCF PG PCG

Fonte: Autora (2019).

3.2.2 Caracterizacédo das polpas de mac¢a

As polpas de macd foram caracterizadas quanto aos teores de
solidos totais, lipideos (extracdo por Soxhlet), proteinas totais por micro
Kjeldahl (N x 6,25) e residuo mineral fixo (AOAC, 2005). Os teores de
fibra alimentar foram determinados pelo método enzimatico-gravimétrico
a partir da combinagdo de enzimas (a-amilase, protease e
amiloglucosidase), fornecidas pela Megazyme International Ireland,
método 958.29 (AOAC, 2005). As polpas de macd também foram
caracterizadas quanto ao teor de sélidos solUveis totais (°Brix), pH em
pHmetro (Quimis Q400MT) e acidez titulavel (IAL, 2008).
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3.2.3 Obtencao e caracterizacdo dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos brutos (Figura 9) foram preparados a partir
das polpas de macds deterioradas e proprias para consumo (controle) dos
tipos Fuji e Gala, conforme o pedido de patente n. 226529 submetido na
Secretaria de Inovacdo da Universidade Federal de Santa Catarina
(CAVALCANTE; AMANTE, 2018).

Figura 9 — Extratos enzimaticos brutos preparados a partir das polpas de
magcas dos tipos Fuji (EF) e Gala (EG) deterioradas.

Fonte: Autora (2019).

Os extratos foram caracterizados quanto ao pH, acidez titulavel,
proteinas soluveis totais (BRADFORD, 1976), sdlidos soluveis totais
(°Brix), atividade enzimética conforme Miller (1959) e Jakéb, Bryjak e
Polakovic (2009), e micotoxina patulina (HARTWIG; KUPSKI,;
BADIALE-FURLONG, 2019).

3.2.3.1 Determinagdo da acidez titulavel
Os extratos enzimaticos foram avaliados quanto a acidez titulavel,

sendo os resultados expressos em mL de NaOH por 100 mL de amostra
(IAL, 2008). Esse método baseia-se na titulagdo com NaOH 0,1 M até o
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ponto de viragem com o indicador fenolftaleina, e é calculado conforme
a Equacéo 1.

Acidez(mL/100mL)=V_.f. M. 100 (Equacdo 1)
P

Onde: V = n°. de mL da solucdo de hidroxido de sédio gasto na
titulagdo; f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sddio; P =
massa da amostra em g ou volume pipetado em mL; M = molaridade da
solucdo de hidréxido de sédio.

3.2.3.2 Determinagao do teor de proteinas soluveis

O teor de proteinas sollveis foi determinado pelo método de
Bradford (1976), utilizando espectrofotdmetro UV—Vis (Hitachi, U-1800,
Japan) (595 nm) e BSA (albumina do soro bovino) como padrdo. Obteve-
se acurvay = 0,0071 x + 0,0155 e R?=0,9949.

3.2.3.3 Sdlidos soluveis totais (°Brix)

A fim de relacionar o percentual de proteinas solGveis nos sélidos
totais, foi determinado o teor de solidos sollveis totais (°Brix) por
refratometria (1AL, 2008).

3.2.3.4 Determinagdo de micotoxina patulina

A micotoxina patulina (PAT) nos extratos enzimaticos obtidos das
macas Fuji e Gala deterioradas, foi determinada em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD), coluna analitica Gemini C18 (250 cm x 4, 6 mm 5um), fase mével
de H20:ACN na propor¢do 90:10 v / v, vazdo de 0,8 mL / min e
comprimento de onda de 276 nm, segundo Hartwig, Kupski e Badiale-
Furlong (2019) com modificacdes.

O Limite de Deteccdo (LOD) e o Limite de Quantificacdo (LOQ)
instrumentais foram determinados em funcdo do sinal ruido da linha de
base, considerando a concentracdo que apresentou no minimo sinal de trés
vezes superior ao ruido para o LOD e 10 vezes para o LOQ. A curva
analitica foi construida com solucdo trabalho de PAT na concentracdo de
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6,5 ug.mL%, utilizando solucdes com concentragdes crescentes entre 10
— 1000 ng.mL™?, diluidos em 1 mL de fase movel, e obteve-se curva
padrdo y = 50,408 x + 142,94; R? = 0,998; e limites LOD = 3,3 ng.mL™%;
LOQ =10 ng.mL1,

3.2.3.5 Determinacéo de atividade da pectinase

Foram preparadas solu¢des com 30 mL de pectina a 1 % (m/v)
(método espectrofotométrico) e 5 % (m/v) (método viscosimétrico),
contendo 0,1 mL dos extratos enzimaticos brutos obtidos de macés
deterioradas e préprias para consumo (controle), dos tipos Fuji e Gala, e
0,1 mL da enzima comercial Pectinex Ultra SP-L, separadamente e em
triplicata. Seguido da hidrdlise em banho-maria a 45, 50 e 60 °C, por 30
e 60 minutos para cada temperatura, e determinada a atividade da
pectinase conforme descrito nos itens “a” e “b”, a seguir. Solucdes de
pectina pura foram empregadas como controle negativo.

a. Método espectrofométrico

Apos realizada a hidrolise a 45, 50 e 60 °C das solugdes com 30
mL de pectina 1 % e 0,1 mL dos extratos enzimaticos e da enzima
comercial, separadamente, e o branco, por 30 e 60 minutos, foi
determinada a atividade da pectinase pelo método do é&cido
dinitrossalicilico (ADNS), conforme metodologia descrita por Miller
(1959) com modificagbes (substituindo a glicose por &cido
galacturdnico).

Em tubos de ensaio devidamente identificados, foram adicionados
0,2 mL das preparac6es hidrolisadas, 1,8 mL de agua destilada e 1 mL de
ADNS. Os tubos foram aquecidos em banho-maria (100 °C por 5
minutos), em seguida, resfriados em banho de gelo. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro UV—Vis (Hitachi, U-
1800, Japan) (550 nm). A absorbancia do controle negativo foi subtraida
das demais leituras. Considerando que a hidrolise da pectina gera acido
galacturdnico, a curva padrdo foi construida com acido galacturdnico
(Sigma-Aldrich) (y = 0,0011 x - 0,0168; R?=0,9968).

A atividade da pectinase foi expressa conforme Jakéb, Bryjak e
Polakovic (2009) com modificacBes, no qual uma unidade de pectinase é
definida como a atividade enzimatica que libera 1 pmol de &cido
galacturdnico por minuto sob as condi¢des do ensaio. Posteriormente foi
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determinada a atividade especifica de poligalacturonase, sendo
considerado o teor de proteinas sollveis.

b. Reducéo da viscosidade

Ap06s 30 minutos de hidrélise a 45, 50 e 60 °C das solugdes com 30
mL de pectina a 5 % e 0,1 mL dos extratos enziméaticos e da enzima
comercial, separadamente, foi determinada a atividade da pectinase
através da reducdo da viscosidade, conforme metodologia proposta por
Jakadb, Bryjak e Polakovic (2009), com modificacdes. Solugdes de pectina
pura foram empregadas como controle negativo.

A analise foi conduzida em redmetro, modelo Brookfield RVDV-
IICP e spindle do tipo ULA. As medigdes de fluxo em estado
estacionario foram realizadas para as amostras em cada temperatura
durante 20 minutos e os parametros reoldgicos (tenséo de cisalhamento,
taxa de deformacdo, viscosidade aparente) foram obtidos a partir do
Software Rheocalc 32. As curvas de fluxo experimentais foram ajustadas
para 0 modelo de Lei da Poténcia, dado pela Equacdo 2 (ROSA, 2016).

T=k(y)" (Equacéo 2)

Onde: T =tensdo de cisalhnamento (uPa); k = indice de consisténcia
(pPa.sn); y = taxa de deformacdo; n = indice de comportamento do fluxo
(adimensional).

Apos a determinacdo da viscosidade da solucdo de pectinaa5 % e
das viscosidades apds o tempo de hidrdlise, a atividade da pectinase foi
determinada. Uma unidade de atividade da pectinase corresponde a
reducdo da viscosidade da pectina até a metade da viscosidade inicial, por
minuto, por mL de extrato, de acordo com Jakdb, Bryjak e Polakovic
(2009), com modificacdes.

3.2.4 Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, no minimo, e para
a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o software STATISTICA
10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de Tukey para determinar as diferencas
significativas (p < 0,05) e os resultados foram expressos como média +
desvio padrao.



28



29

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS POLPAS DE MACA

A macd é constituida majoritariamente por agua, mas 0s
constituintes de maior valor nutricional s&o os carboidratos (CORDOVA,
2006). A composicdo (Tabela 3) das polpas de macas préprias para
consumo e das macds deterioradas empregadas para a producao do extrato
enzimatico, indica que todas as amostras apresentaram diferencas
significativas entre si (p < 0,05) em relacdo ao teor de sélidos totais, sendo
que as polpas controles (préprias para consumo) de maca Fuji e Gala
(PCF e PCG) apresentaram os maiores valores. Contudo, estatisticamente
ndo houve diferenga significativa entre as amostras em relagdo ao residuo
mineral fixo (RMF) e proteina total.

Tabela 3 — Composicéo fisico-quimica das polpas de macas deterioradas
e proprias para consumo (controle), dos tipos Fuji e Gala.

Amostra  Sdélidos totais RMF Lipideos Proteina Fibra
(9/1009) (9/100g) (9/1009) (9/1009) Alimentar

total
(9/100g)

PF 10,54 £0,07¢  1,23+0,04®° 4,04+0,03* 0,027 +£0,0003? 1,10 £0,14°

PCF 16,50 +0,392 0,96 +0,12*¢ 3,56 +0,13*® 0,019 + 0,0004% 1,60 + 0,28%

PG 13,11+0,25° 1,39+0,24* 1,89+0,02° 0,020 +0,0001* 2,30 +0,42?

PCG 15,11+0,29* 2,70+0,18% 1,46+0,03° 0,021 +0,0003* 2,15+ 0,07%

PF — polpa de maca Fuji deteriorada; PG — polpa de macéd Gala deteriorada; PCF
— polpa controle de maca Fuji propria para consumo; PCG — polpa controle de
macad Gala propria para consumo. Resultados expressos como média + desvio
padrdo. Letras minUsculas sobrescritas na mesma coluna demonstram diferenca
significativa (p < 0,05).

De acordo com Cdrdova (2006) e Granero et al. (2012), os teores
de proteinas em macds sdo baixos, sendo a maior parte enzimas
relacionadas ao metabolismo da fruta. Nesse sentido, os resultados
observados estdo coerentes, uma vez que as polpas de mac¢a apresentaram
baixo teor de proteina (Tabela 3).
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Em relacdo as fibras (Tabela 3), as amostras apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05), e os valores variaram de 1,10 a 2,30
g/ 100 g. Estes resultados podem estar relacionados com 0s compostos
da estrutura do tecido vegetal, predominantemente celulose, hemicelulose
e pectina, de alta massa molecular (ALBUQUERQUE et al., 2006), uma
vez que as polpas foram elaboradas com as cascas dos frutos. Quanto ao
teor de lipideos, a polpa de magd Fuji (PF) diferenciou-se das demais
amostras (p < 0,05), apresentando maior valor (Tabela 3). Os lipideos
estdo associados as camadas protetoras das células e da epiderme dos
frutos (CORDOVA, 2006). Considerando a presenca das cascas nas
polpas, os resultados observados podem estar relacionados aos compostos
lipidicos (ceras) presentes nas cascas.

De acordo com Girardi et al. (2015), o processo de
amadurecimento das macas inclui alteracdes fisicas e bioquimicas, como
degradacdo da parede celular, degradacdo de clorofilas e sintese de
pigmentos, acimulo de agUcares como sacarose, glicose e frutose,
redugdo de acidos orgénicos e producdo de compostos volateis. Apds o
armazenamento dos frutos, mesmo em temperaturas de refrigeracéo,
ocorrem alteracdes fisicas e estruturais decorrentes, principalmente, do
amolecimento dos tecidos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; GIRARDI
et al., 2015). De modo geral, a composi¢édo das polpas (Tabela 3) variou
com o tipo de cultivar, mas ndo em relacdo ao estado de conservagdo dos
frutos. Segundo Silva (2004), a composi¢do fisico-quimica das frutas
descartadas nas etapas de selecdo e classificagdo e que apresentam
deformidades, machucaduras ou manchas, é similar as macas
comercializadas.

O teor de sélidos solUveis totais (SST) presente na polpa dos frutos
incluem compostos relacionados ao grau de maturagdo, sendo
considerada uma medida indireta da composi¢do de agucares e &cidos
organicos (LIMA, 2018). Segundo Chitarra e Chitarra (2005), 0 SST em
macas varia conforme as espécies, cultivares, estagios de maturacéo e
clima, podendo ocorrer na faixa de 2 a 25 %. O °Brix das polpas (Tabela
4) variou de 4,75 a 6,05. Contudo, PCF apresentou menor SST que 0s
teores relatados por Brackmann, Hunsche e Steffens (2000) e Vieira et al.
(2009) para maca Fuji.
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Tabela 4 — pH, acidez titulavel e teor de sélidos sollUveis totais (SST) das
polpas de macas deterioradas e proprias para consumo (controle), dos
tipos Fuji e Gala.

Amostra pH Acidez  tituldvel SST
(mL/100 mL) (°Brix)

PF 3,79+0,02¢ 10,16 0,07 4,75 + 0,00°

PCF 4,67+0,03* 2,16 +0,07¢ 6,00 + 0,00°

PG 4,20+0,01° 3,74 +0,05° 5,50 + 0,00°

PCG 433+0,01° 3,82+0,12° 6,05+ 0,07°

PF — polpa de maca Fuji deteriorada; PG — polpa de macéd Gala deteriorada; PCF
— polpa controle de maca Fuji propria para consumo; PCG — polpa controle de
macd Gala propria para consumo. Resultados expressos como média + desvio
padrdo. Letras mindsculas sobrescritas na mesma coluna demonstram diferenga
significativa (p < 0,05).

Dentre os solidos sollveis presentes em macas, destacam-se 0s
acucares simples, principalmente a frutose (FANTE, 2011). As magas
deterioradas tendem a apresentar menores teores de SST, em funcgéo da
utilizacdo desses compostos como fonte de carbono no processo
microbioldgico envolvido na degradacdo (STINSON et al., 1981). A
acidez e o pH da polpa de maca Fuji deteriorada (PF), estdo de acordo
com essa consideragdo, tendo apresentado maior acidez (Tabela 4).
Embora PG e PCG tenham apresentado diferencas significativas entre si
(p < 0,05) quanto aos teores SST, essas polpas ndo diferiram quanto a
acidez. Resultados que refletem a importancia dos estudos com diferentes
tipos de macas e seu estado de conservagéo.

Todas as amostras apresentaram diferencas significativas (p <
0,05) quanto ao pH e a acidez das polpas (Tabela 4), salvo a acidez de PG
e PCG, que ndo apresentaram diferenga significativa ente si. As polpas
controles apresentaram maiores pHs. Vieira et al. (2009) obtiveram
resultados que variaram entre 3,90 e 4,27 para o pH de diferentes
cultivares de maca, sendo que para Fuji foi 3,99, valor préximo ao pH de
PF. Contudo, cabe ressaltar que fatores como solo, clima, condi¢cbes de
cultivo, bem como tipos de cultivares, tratamentos fitossanitarios e outros,
influenciam na composicéo fisico-quimica da macd (FANTE, 2011,
VIEIRA et al., 2009).



32

4.2 CARACTERIZAGCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS
BRUTOS

A atividade catalitica das enzimas ¢ influenciada por fatores como
concentragcdo do biocatalizador e do substrato, pH e temperatura
(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). As pectinases de origem
fangica atuam em pH préximo ao de muitos sucos de frutas, de 3,00 a
5,50, e, por isso, sua forte aplicacdo nesse setor (UENOJO; PASTORE,
2007). Todas as amostras apresentaram pH proximo a essa faixa (Tabela
5), indicando possivel influéncia dos extratos sobre a estabilidade da
pectina e presenca de pectinases (BRAGANTE, 2009). De acordo com
Tapre e Jain (2014), as endo-pectinases, exo-pectinases e endo-PG
produzidas por A. niger e P. frequentans, tém pH 6timo de atuacdo entre
3,5 e 6, sendo estas as possiveis enzimas pectinoliticas presentes nos
extratos enzimaticos obtidos de macas Fuji e Gala deterioradas (EF e EG,
respectivamente).

Os extratos apresentaram resultados de acidez menores do que as
polpas de maca (Tabelas 4 e 5), e com diferencas significativas entre si (p
< 0,05), sendo EF e EG com maior acidez (Tabela 5). Considerando que
o0s extratos foram preparados com as polpas de macas deterioradas, o
consumo de carboidratos nos processos microbioldgicos relacionados a
decomposicdo dos frutos e a acdo de pectinases, podem ter contribuido
para a reducdo da acidez nos extratos (FANTE, 2011; VIEIRA et al.,
2009; SANTI; BERGER; SILVA, 2014). Além disso, a diminui¢do da
acidez era esperada, uma vez que ha maior concentracdo de ions de
hidrogénio no meio (ATKINS; JONES, 2006) devido aos extratos brutos
serem aquosos (CAVALCANTE; AMANTE, 2018).
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Tabela 5 — pH, acidez titulavel, teor de proteinas sollveis (PS) e s6lidos
sollveis totais (SST) dos extratos brutos obtidos das polpas de macas
deterioradas e préprias para consumo (controle), dos tipos Fuji e Gala.

Amostra pH Acidez titulavel PS SST
(mL/100 mL) (9/100 mL) (°Brix)

EF 4,07+0,03* 1,12+0,03? 0,0391+£0,003° 4,00 +0,00°

ECF 4,27+0,05* 0,92 +0,03° 0,0465 +0,003° 5,00 +0,00%

EG 4,00+£0,04% 1,20 +0,03° 0,0662 + 0,002 5,00 + 0,00°

ECG 4,15+0,01° 1,05+0,02° 0,0660 +0,002* 4,23 +0,03"

EF — Extrato enzimatico bruto obtido de maca Fuji deteriorada; ECF — Extrato
enzimético controle bruto obtido de macd Fuji propria para consumo; EG —
Extrato enzimatico bruto obtido de macd Gala deteriorada; ECG — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de ma¢a Gala propria para consumo. Resultados
expressos como média + desvio padrédo. Letras minusculas sobrescritas na mesma
coluna demonstram diferenca significativa (p < 0,05).

De acordo com Tapre e Jain (2014), as enzimas pectinoliticas sdo
utilizadas na producéo de conservas e causam aumentos consideraveis de
SST, além disso, sdo empregadas nas polpas e sucos de frutas por
aumentarem o rendimento durante a extragdo. Em comparacéao as polpas
de mag4, todos 0s extratos apresentaram menores teores de SST (Tabelas
4 e 5). Considerando as reducdes dos teores de SST, ha indicios de que os
compostos gerados pela acdo das pectinases sobre a pectina das macés ja
ndo sejam detectados como solidos solUveis totais pelo método
empregado nessa analise (refratometria).

Em relacdo ao teor de proteinas sollveis (PS), os extratos
apresentaram diferencas significativas entre si (p < 0,05) em relagdo a
variedade de macd, mas ndo entre seus respectivos controles (Tabela 5).
Contudo, o extrato enzimatico obtido de macd Gala deteriorada (EG)
apresentou maior teor de PS. De modo geral, todas as amostras
apresentaram baixos teores de PS e esse resultado era esperado, uma vez
gue os teores de proteinas em magds sdo naturalmente baixos,
corroborando com o que também foi demonstrado nos resultados de
proteina total das polpas (Tabela 4) (GRANERO et al., 2012).

Dhillon, Kaur e Brar (2013) afirmaram que o crescimento de
leveduras no bagaco de macd aumenta os teores de proteina. Ja Joshi,
Parmar e Rana (2011) relatam reducédo do teor de PS (de 6,20 para 2,10
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0/100 mL) ao purificarem pectinases obtidas de bagaco de maca e, ainda
assim, superior ao teor de EG. Nesse sentido, sugere-se investigar
processos de purificacdo e a seguranca para a utilizagdo dos extratos (EF
e EG) como substratos em processos fermentativos visando aumentar o
teor de PS.

4.3 DETERMINACAO DE MICOTOXINA PATULINA NOS
EXTRATOS ENZIMATICOS BRUTOS

As magcs deterioradas utilizadas para o preparo dos extratos eram
visivelmente acometidas pelo mofo azul, provavelmente os fungos
presentes nessas macas produziram a micotoxina patulina (PAT).
Considerando a proporcdo de macgds utilizadas nos extratos
(CAVALCANTE; AMANTE, 2018), a presenca de PAT foi baixa.
Somente os extratos obtidos de magéds Fuji e Gala deterioradas (EF e EG,
respectivamente) apresentaram PAT (EF = 4,57 £0,12 ug.L!; EG = 1,52
+ 0,25 pg.L1), os controles apresentaram teores de PAT abaixo dos
Limites de Detecgdo (LOD) e Quantificacdo (LOQ).

Os extratos estdo de acordo com os Limites Maximos Tolerados
(LMT) de PAT em produtos de mac¢a (50 pg.L) (BRASIL, 2011), porém,
acima do limite estabelecido pelo JECFA, que determina como Limite de
Ingestdo Diaria Toleravel Maxima Proviséria (PMTDI) de patulina, 0,4
1g.Lde peso corporeo / dia (FDA, 2001). Devido a toxicidade da PAT,
a Comissdo do Codex Alimentarius estabeleceu como concentracéo
maxima aceitdvel 50 pg.L! de patulina em suco de macd (CODEX,
2003). Além disso, de acordo com o Regulamento (CE) n.° 1881 (2006),
na Unido Europeia, o nivel maximo permitido para produtos de maca
destinados a criancas é 10 ug.Kg™. Contudo, tais limites sdo definidos
para produtos com fins de consumo alimentar, o que ndo é o caso dos
extratos desenvolvidos neste estudo.

De acordo com Pinho (2014), a maca proporciona melhores
condi¢des para manifestagdo do potencial toxigénico do P. expansum,
sendo um 6timo substrato para o desenvolvimento da micotoxina. Além
disso, estudos constataram alta ocorréncia de P. expansum aliada a
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presenca de patulina em macds naturalmente deterioradas, sob
armazenagem sem refrigeracéo (CELLI et al., 2009).

Santos et al. (2018), ao compararem diferentes métodos para
controlar a atmosfera e 0 armazenamento de macds in natura sob
refrigeracéo, verificaram o acimulo de PAT com o tempo. Desde a coleta
(em cémaras frias) até o momento de preparo dos extratos, as macas
utilizadas permaneceram sob refrigeracdo e assim permaneceram até
serem analisados (méximo 24 horas), contudo ndo foi avaliada a PAT em
diferentes dias de armazenamento sob refrigeragdo. Hammami et al.
(2017) detectaram teores intermediarios aos de EF € EG (3,71 pg.Lt) em
magcas, e valores superiores em produtos processados a base de maca.

Em vista da presenca de patulina nos extratos enzimaticos, fica
evidente 0 emprego destes em outros segmentos do agronegécio e da
biotecnologia, ndo diretamente em processos de produgdo de alimentos e
bebidas como as enzimas tradicionalmente comercializadas. Além disso,
é de fundamental importancia a avaliacdo da seguranca dos extratos para
PAT, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas de purificacdo dos
mesmos.

4.4 ATIVIDADE DA PECTINASE NOS EXTRATOS ENZIMATICOS
BRUTOS

O método mais utilizado para determinar a atividade da pectinase
é o espectrofotométrico, apds a hidrélise do extrato pectinolitico sob
condi¢bes de pH, temperatura e concentracdo inicial de pectina
conhecidos, seguido da liberagdo e quantificacdo dos aglcares redutores
(BIZ et al, 2014). Com relacdo a temperatura, Jayani et al. (2005)
identificaram que a faixa 6tima de acdo das pectinases varia de 30 a 50
°C. Por isso, inicialmente foi determinada a atividade da pectinase pelo
método espectrofotométrico e avaliadas trés temperaturas de hidrélise,
inclusive, extrapolando a temperatura limite recomendada, a fim de
avaliar o efeito da temperatura sob a hidrolise da pectina presente nos
extratos em dois diferentes tempos.

Apos realizada a hidrdlise a 45, 50 e 60 °C das solugdes de pectina
al % com 0,1 mL dos extratos enzimaticos e da enzima comercial,
separadamente, por 30 minutos, pode-se observar que a melhor
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temperatura de hidrolise foi de 45 °C para a enzima comercial (Figura 10).
Contudo, o0s extratos apresentaram baixissima atividade nessa
temperatura, sendo EGC a maior (0,01 U.mL1). Nas demais temperaturas
de hidrdlise, nenhum dos extratos apresentaram atividade enzimatica e a
60 °C, a enzima comercial também n&o apresentou atividade (Figura 10).
Provavelmente pode ter ocorrido a desnaturacdo das pectinases com o
aumento da temperatura de hidrdlise, pois temperaturas elevadas, e no
mais, superiores a temperatura 6tima de acdo da enzima, podem acarretar
na desnaturacdo da mesma. Nessas condicBes, a acdo catalitica das
enzimas é reduzida em funcdo do rompimento das pontes de hidrogénio,
ligagbes bastante termoldbeis, modificando assim a conformacéo
estrutural, tornando-as menos ativa (BORZANI et al., 2001; COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Figura 10 — Atividade especifica da pectinase nos extratos brutos e da
enzima de comercial apds hidrolise por 30 minutos, através do método de
espectrofotométrico (ADNS).
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EF — Extrato enzimatico bruto obtido de maga Fuji deteriorada; ECF — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de magd Fuji propria para consumo; EG —
Extrato enzimatico bruto obtido de macd Gala deteriorada; ECG — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de maca Gala propria para consumo; P —
Pectinex Ultra SP-L. Resultados expressos como média + desvio padrao.
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Poletto et al. (2015), verificaram que a 40 °C a atividade da
pectinase decai. Possivelmente ha uma inativacdo parcial da enzima
devido a combinagdo de temperatura e tempo de incubacdo. Mohsen,
Bazaraa e Doukani (2009) e Hendges et al. (2011), relataram que as
pectinases produzidas por diferentes cepas de A. niger mostraram-se
relativamente estaveis em temperaturas de até 30 °C, mas suas atividades
foram reduzidas para aproximadamente 60 e 80 % da inicial,
respectivamente, apds expostos a uma temperatura de 40 °C durante 60
minutos. Contudo, ap6s hidrolise a 45 e 50 °C por 60 minutos, somente a
enzima comercial (P) apresentou atividade, e a 60 °C os extratos obtidos
de maca deterioradas (EF e EG) apresentaram atividade enzimatica, sendo
EF com maior atividade (0,09 U.mL™?) (Figura 11). Esse resultado era
pouco esperado, uma vez que nessa temperatura, durante 30 minutos de
hidrélise (Figura 10) ndo houve atividade enziméatica em nenhum dos
extratos, inclusive da enzima comercial, sendo que P permaneceu inativa
a 60 °C (Figura 11).
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Figura 11 — Atividade especifica da pectinase nos extratos brutos e da
enzima de comercial apés hidrélise por 60 minutos, através do método de
espectrofotométrico (ADNS).
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EF — Extrato enzimético bruto obtido de maca Fuji deteriorada; ECF — Extrato
enzimético controle bruto obtido de magd Fuji propria para consumo; EG —
Extrato enzimatico bruto obtido de macd Gala deteriorada; ECG — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de macga Gala prdpria para consumo; P —
Pectinex Ultra SP-L. Resultados expressos como média + desvio padrao.

Segundo Biz et al. (2014), os métodos existentes podem ter a
interferéncia da presenca de outras enzimas, produtos quimicos,
pigmentos ou inibidores pécticos. Além disso, o método
espectrofotométrico utilizando ADNS parte do principio da determinacéo
de acucares redutores (MILLER, 1959). Pode ser que a hidrdlise da
pectina tenha gerado aclcares, e 0 que foi observado seja um resultado
falso-positivo, uma vez que ndo ha evidéncias técnicas de que a 60 °C
hidrélise por 60 minutos, ainda hajam enzimas pectinoliticas ativas nos
extratos.
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Visto que em 30 minutos de hidrolise os resultados obtidos foram
menos divergentes e dentro do esperado, comparou-se a atividade da
pectinase dos extratos e da enzima comercial pelo método viscosimétrico,
utilizando gel de pectina 5 %. Os extratos apresentaram melhor atividade
a 50 °C (Tabela 6), sendo EG o de maior atividade. Jakob, Bryjak e
Polakovic (2009) consideraram 0 método viscosimétrico simples, porém,
ndo observaram mudanca de viscosidade da solucéo de pectina, devido a
baixa atividade enzimética nos seus extratos estudados.

Tabela 6 — Atividade especifica da pectinase nos extratos brutos em
relacdo & reducdo da viscosidade do gel de pectina a 5 % (m/v), apés
hidrélise por 30 minutos a 45, 50 e 60 °C.

Atividade pectinase

Amostra (U.mL?)

45°C 50°C 60 °C
EF 0,009 + 0,60 0,009 + 0,78% 0,008 + 1,128
ECF 0,012 + 0,508 0,011 +0,57¢ 0,010 + 0,31B¢
EG 0,012 +0,518¢ 0,017 + 0,738 0,011 +0,1985¢
ECG 0,012 + 0,558¢ 0,015 + 1,628 0,014 + 0,23
P 0,208 + 1,594° 0,277 + 0,48 0,186 + 1,09¢

EF — Extrato enzimético bruto obtido de maca Fuji deteriorada; ECF — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de mac¢d Fuji propria para consumo; EG —
Extrato enzimatico bruto obtido de macd Gala deteriorada; ECG — Extrato
enzimatico controle bruto obtido de macd Gala propria para consumo; P —
Pectinex Ultra SP-L. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras
mindscula sobrescritas na mesma linha indicam diferengas significativas entre a
atividade da pectinase em diferentes temperaturas testadas para a hidrélise do
mesmo extrato. Diferentes letras maidsculas na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre os extratos analisados na mesma temperatura de hidrélise (p
<0,05).

De acordo com Mohsen, Bazaraa e Doukani (2009), as
poligalacturanases sdo relativamente termoinstdveis e a perda de
atividade é proporcional ao aumento da temperatura, mas apenas P
apresentou esse comportamento (Tabela 6). Segundo Coelho, Salgado e
Ribeiro (2008), as pectinases podem ter sua atividade enzimética
determinada pela reducéo da viscosidade do gel de pectina. Apesar dos
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extratos apresentarem atividade menores que P, foi observada influéncia
dos extratos na viscosidade do gel de pectina. Entretanto,  devido a
presenca de inibidores de pectinase e outros interferentes, os resultados
de reducdo da viscosidade da pectina utilizando frutos e vegetais devem
ser interpretados com cautela (COLLMER; RIED; MOUNT, 1988).
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5 CONCLUSAO

As macas deterioradas descartadas da estocagem sob refrigeracéo,
dos tipos Fuji e Gala, podem ser fontes para a produgdo de enzimas
pectinoliticas, uma vez que a partir dessas magds foi possivel elaborar
extratos enziméticos brutos. A atividade enzimética dos extratos foi
determinada por duas metodologias distintas, através destas observou-se
atividade da pectinase. Contudo, mais estudos sdo necessarios a fim de
aprimorar e melhorar o desempenho dos mesmos, avaliar sua
aplicabilidade e uso.

5.1 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Pode-se estudar o mecanismo de produgdo de enzimas
pectinoliticas pelos micro-organismos contaminantes de macés. Além
disso, purificar e otimizar a obtencéo dos extratos enzimaticos a partir de
macas descartadas mantidas sob refrigeracdo, para produgdo em maior
escala, e avaliar seu uso para fins agronémicos, como a obtengdo de
oligbmeros com atividade elicitora e, através de ensaios in vitro, verificar
o efeito dessas moléculas em doengas de plantas.
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ANEXO A — Certificado de apresentacdo de trabalho como poster na VII
Semana Académica de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, intitulado
como: “Determinagdo da atividade enzimatica em extratos de magas
(Malus sp.) pelo método do &cido dinitro 3, 5-salicilico (ADNS)”.
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ANEXO B - Certificado de apresentacdo de trabalho como péster no XIlII

Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica, intitulado como: “Use of
deteriorated Fuji apple extract as a potential subtract for pectinolitic

enzymes production”.
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ANEXO C — Declaracéo de solicitagdo de registro de Patente, n. 226529,
na Secretaria de Inovacdo da Universidade Federal de Santa Catarina,
para Producdo de Enzimas.

SERVICO PUBLICO FEDERAI
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
SECRETARIA DE INOVACAO
Avenida Desembargador Vitor Lima, 222 - Loja 03
Prédio Reitoria 11, Trindade,

CEP: 88040-400 - Floriandpolis, SC, Brasil
Telefone: (48) 3721-2346 E-mail: sinovai@oontato.ufse br

DECLARACAO

DECLARAMOS que recebemos de Bianca D’arck Melo Cavaleante, Edna Regina Amante a
solicitagdo de registro de:

[ ] Direito de autor

[ ] Direitos conexos

[ ] Programa de computador

[ X ] Patente

[ ] Desenho industrial

[ 1 Indicaglio peogrifica

[ ] Topografia de circuito integrado
[ ] Cultivar

[ ] Conhecimento tradicional

cadastrado sob ¢ nimero [226529] nesta Secretaria.

Informamos para os devidos fins que o registro de PI solicitado ¢ referente a temética: Produgio
de Enzimas,

Florianopolis, 04 de setembro de 2018

o ,\rffl‘co Oliveira Buss
£~ Maibo Oliveira Buss
U'x:, de ovagio = |
[ sunpe - 1435250
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ANEXO D - Declaracdo de aceite para publicacdo no livro eletrénico

"Avancos e Desafios da Nutri¢do no Brasil 3".

Atena

Laditora

Ponta Grossa, 31 de janeim da 2018,

DECLARAS DE ACEITE

Apos avaliagio cega pelos pares, membros do Canselho Editorial desta editora, tenho a honra de
informar gue o arige intitulado "CARACTERIZACAC DE EXTRATOS DE MACA (MALUS SPP.) E
DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA PELO METODO DO ACIDO DINITRO 2,5-SALICILICO
(ADNE)" de autoria de "BIANCA DARCK MELO CAVALCANTE ", foi aprovado e encontra-se no prelo para
publicagio no livro eletrdnico "Avangos e Desafios da Mutripio no Brasil 3" a ser divulgado em maio de 2019,

Agradeco a escolha pela Atena Editora come meio de fransmitir ao plblico cientifico & académico o
trabalho e parabenizo os autores pelo aceite de publicagio.

Reitero protestos de mais elevada estima e consideragio.
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Prof.® Dr.2 Antonella Carvalho de Oliveira
Ediiora Chefe

ATENA EDITORA

PREFIXC EDITORIAL ISBN 93243
PREFIXO DOl 1022533

Atera EdRora - CHFJ: 28 050,63 70001 -25
Fua Mila Lopes, 556, Orfis

Ponts Grossa - PR — CEP: 84.070-202
E-mal: contatojabe naediom.com.br
She: wwa.aterssdRom. com br






