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RESUMO

PEREIRA, Patricia Rodrigues; M.Sc.;Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2015; Inativacdo térmica e quimica da
poligalacturonase da casca do maracuja visando a preservacdo da pectina,
Orientador: Prof. Eder Dutra de Resende.

A poligalacturonase (PG) € uma enzima que atua clivando as ligacdes endo- e
exo-a- (1- 4) dos acidos galacturbnicos, levando a despolimerizacdo das
substancias pécticas da maioria dos frutos. O presente trabalho consistiu em
estudar a eficiéncia de tratamento térmico e quimico com o objetivo de bloquear a
acdo da PG, preservando as caracteristicas quimicas da pectina presente na
farinha do albedo. Os frutos foram colhidos no estagio de maturacao verde-claro e
apos desinfeccdo e remocao da polpa, as cascas foram cortadas em pequenos
pedacos para facilitar a homogeneizacdo e imediatamente processadas em
aparelho liquidificador adaptado com tela de 1,5 mm para evitar a presenca de
particulas grandes que agregam o material do epicarpo. O material proveniente
da homogeneizagdo da casca bruta foi imediatamente prensado em malha de
tecido sintético, para remoc¢édo do excesso de agua e, em seguida, aplicados os
seguintes tratamentos: tampdes com pH variando de 4 a 10; solu¢des de Ca?* a
0,01 e 1% ou tratamento térmico a 90°C por 4 horas. A concentracdo de Ca?* a
1% na solucdo de suspensao do material homogeneizado do albedo do maracuja
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influenciou significativamente na inativagdo da enzima PG e na reducdo do
contetdo de acidos carboxilicos livres (ACL) da pectina. O tratamento térmico
diretamente no albedo homogeneizado, mantido em suspensdo, reduziu a
atividade enziméatica de PG, em 50%. Ja na inativacdo em extrato bruto, obteve-
se inativagdo da enzima ap0s incubacgdo nas temperaturas de 65, 75 e 85°C por
30, 20 e 10 minutos, respectivamente. Com relacdo ao tratamento de mudanca do
pH do albedo homogeneizado, houve uma ligeira reducéo da atividade enzimatica
da PG quando se comparou o tratamento controle (pH 6 sem adicdo de tampé&o) e
o tratamento em pH 6 (tampao fosfato de sodio), sugerindo que 0s grupos
carboxilicos livres do acido galacturénico tenham sido parcialmente neutralizados
por ions sodio, potassio, entre outros presentes no tampao, diminuindo os sitios
para atuacdo da PG. Para futuras pesquisas, sugere-se uma determinacao
minuciosa das modificacdes dos componentes celulares do albedo tratado com
Ca?*, podendo assim comprovar o beneficio de se tratar o albedo, para obtencéo
de uma pectina de qualidade reoldgica elevada, favorecendo o custo/beneficio no
balanco final para obtengcdo de uma farinha de maracuja padronizada que visa
assegurar aos clientes um produto de melhor qualidade.



ABSTRACT

In one step of the albedo peel process and purification to obtain a quality
flour, promotes the trituration of crude peel in water, leading to rupture of the
mesocarp tissue and facilitating the contact between the cell wall components and
the enzymes that promote hydrolysis of pectin. The polygalacturonase (PG) is
considered a key enzyme in the depolymerisation of most fruit. It acts by cleaving
the linked endo- and exo- a- (1-4) of the galacturonic acids leading to decrease in
size and molecular weight of pectins. Typically, the enzyme inactivation is
achieved by heat treatment promoting the denaturation of enzymes or immersion
in Ca2* salts since their ions bind to pectins, obstructing the access of the enzyme
to the substrate. Further, studies show that the pH can also regulate the catalytic
activity of cell wall enzymes. Therefore, this study presents the best treatment to
preserve the quality of the extracted pectin albedo flour. The fruits were harvested
at the stage of bright green maturation and after disinfection and removal of the
pulp; the peels were cut into small pieces to facilitate the homogenization and
immediately processed in blender machine fitted with 1.5 mm screen to avoid the
presence of large particles that add the epicarp material. The homogenization of
the material from crude peel was immediately pressed into mesh synthetic fabric
to remove the water excess and then applied the following treatments: buffers with

pH ranging from 4 to 10; Ca2" solution to 1% and 0.01 to heat treatment at 90 ° C



for 4 hours. It follows that the concentration of Ca? of 1% homogenate in the
suspension solution of passion fruit mesocarp significantly influence the blocking
of the enzyme and PG in reducing the content of free carboxylic acid (ACL) from
pectin. The heat treatment directly on the mesocarp homogenate was not able to
inactivate the enzyme PG at 90° C for 4 hours. Since inactivation of crude extract
was obtained successfully in inactivation of the enzyme after incubation at 65, 75
and 8 ° C for 30, 20 and 10 minutes, respectively. Regarding to the treatment
changing pH of the homogenised mesocarp was observed that the simple fact of
adding a buffer, regardless of pH, was enough to reduce the enzyme activity
levels. For future researches, it is suggested that a thorough determination of the
changes of the cellular components of the treaty mesocarp with Ca2*, thus being
able to prove the benefit to be treating the flesh, to obtain a high rheological
behavior of pectin, favoring the cost / benefit balance, to obtain a standardized

passion fruit flour which aims to provide customers with a better product qualit
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1. INTRODUCAO

A elevada producdo de maracuja, no pais de aproximadamente 923 mil
toneladas em 2012 (IBRAF, 2013) e o elevado indice de industrializacao (cerca de
50% do total) da variedade flavicarpa, reforcam a necessidade de estudos
relativos ao aproveitamento dos residuos agroindustriais.

Desta forma, a elaboracdo de novos produtos com maior valor agregado
pode ser uma alternativa tecnoldgica vidvel para minimizagdo de tal perda
econdmica. O aproveitamento desses residuos proporcionaria mais uma op¢ao de
renda para as industrias, aumentando a lucratividade e representando uma
alternativa para solucionar a problemética das cascas, que comumente sao
descartadas e sao fontes poluidoras do meio ambiente.

A casca do maracuja pode ser utilizada para a formulacdo de produtos
ricos em fibras, como a farinha da casca que contribui para uma alimentacéo
saudavel, e ainda, pode ser uma fonte de pectina para uso industrial.

No setor industrial, a pectina é usada para aumento de viscosidade,
estabilizante e agente geleificante em alimentos e bebidas, com aplicacdo em
doces, geleias e sucos de frutas concentrados.

Oliveira (2009) observou que a remocéo do epicarpo do maracuja permite
a obtencao do albedo puro, que apresenta uma tonalidade branca e proporciona a

fabricacdo de uma farinha clara apés a secagem. Ja a fabricacdo da farinha



utilizando a casca bruta gera um produto de coloragdo mais escura, devido as
diferentes tonalidades esverdeadas e amareladas da superficie da casca, além
das impurezas e contaminacdes naturais aderidas no epicarpo da casca.
Contudo, a remocao do epicarpo que reveste a casca do maracuja € um
procedimento dificil e demorado para aplicagdes industriais, pois ele fica ligado ao
albedo, podendo ser removido por operagdes manuais com 0 uso de facas ou
laminas descascadoras.

Pesquisas realizadas no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) geraram
resultados inovadores para o0 processamento da casca do maracuja,
desenvolvendo um equipamento de separacdo do albedo e epicarpo para
producdo de farinha e extracdo da pectina. Porém, a etapa inicial de
processamento da casca para purificacdo do albedo consiste na homogeneizacao
da casca bruta. Contudo, esse processo de trituracdo da casca bruta promove o
rompimento do tecido do albedo e facilita o contato entre as substancias pécticas
que compdem a parede celular e as enzimas presentes nas células e que
hidrolisam esse material constituinte da parede celular.

A poligalacturonase (PG) ¢é considerada enzima chave na
despolimerizacdo das substancias pécticas da maioria dos frutos. Ela atua
clivando as ligacdes endo- e exo-a-(1-4) dos acidos galacturbnicos, afetando
negativamente o grau de esterificacdo da pectina. Normalmente, a inativacao de
enzimas € conseguida através de tratamento térmico, promovendo a
desnaturacdo das enzimas ou imersdo em CacClz, visto que o0s seus ions se ligam
as pectinas, dificultando o acesso das enzimas ao substrato. Estudos
demonstram que o pH pode também regular a atividade catalitica de enzimas da
parede celular. Desta forma, a inativacdo da enzima PG representa uma etapa
importante para a manutencdo da qualidade original da pectina presente na
massa de albedo. Isto adquire importancia ainda mais relevante quando se
considera o grande volume de maracujas processados diariamente nas
agroindustrias de sucos.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo estudar a
eficiéncia de tratamento térmico, tratamento de alteragdo do pH e tratamento com
CaClz, com o intuito de impedir a acdo da PG, preservando as caracteristicas

guimicas da pectina presente na farinha do albedo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas do maracujd e alternativas para o aproveitamento dos

residuos

Na linguagem tupi, maracuja significa “alimento em forma de cuia”, € um
fruto originario das regi6es tropicais da América do Sul, tendo mais de 150
espécies nativas do Brasil. A espécie Passiflora edulis f. flavicarpa (maracuja-
amarelo) € a mais cultivada no Brasil (Souza e Lorenzi, 2005). Taxonomicamente,
a espécie edulis pode ser indicada com uso do nome Passiflora edulis Sims para
qualguer cor de fruto ou planta de maracuja azedo, evitando incoeréncias
taxondmicas inerentes as particularidades entre espécies e cultivares (Bernacci et
al., 2008).

O maracuja é classificado botanicamente como fruto carnoso, do tipo
baga, que apresenta sementes com arilo carnoso. E um fruto constituido de
epicarpo ou exocarpo (casca superficial), albedo (parte branca) e endocarpo
(polpa com semente e o arilo carnoso) conforme destacado na Figura 1.

A maior relevancia econdmica dos frutos do maracujazeiro vem do
produto industrializado sob a forma de suco integral ou concentrado, devido as
suas caracteristicas sensoriais e também aos seus aspectos nutritivos.
Entretanto, ha possibilidade de aproveitamento dos residuos industriais,

principalmente a partir da semente e das cascas (Castro e Kluge, 1998).



Com o desenvolvimento da maturacdo do maracuja-amarelo, ocorre a
diminuicdo da proteina bruta, aglUcar redutor, pectina total e cinzas presentes na
casca. Ja a composicdo mineral da casca nao € influenciada pelo avanco da
maturacdo, sendo os minerais, calcio e ferro, os mais encontrados, reforcando o
potencial da casca do maracuja como complemento para novos produtos

alimenticios (Reolon et al., 2008).

Pedlnculo —i

Epicarpo —»"
(casca) ‘

<«— Mesocarpo

Arilo Carnoso

Endocarpo
(polpa)

Semente

Figura 1. Partes constituintes do maracuja amarelo (Passiflora edulis).
Fonte: Ministério da Integracéo Nacional, 2004.

Os aspectos toxicolégicos do maracuja tém sido estudados
principalmente quanto a presenca de glicosideos cianogénicos. Matsuura (2005)
constatou a presenca destes compostos no albedo de maracuja amarelo,
sugerindo a eliminacdo dessas substancias por cozimento em agua em ebuli¢éo.

Canteri et al. (2010), ao analisarem as pectinas extraidas de diferentes fracdes
do maracuja, tiveram um maior rendimento de pectina a partir do albedo. A
composicdo média foi de 3,1% de proteinas; 0,6% de lipideos; 7,1% de cinzas;
66,1% de fibra dietética total; 0,13% de compostos fendlicos, 23% de carboidratos
disponiveis, 6,10% de umidade e valor calérico de 242 Kcal por 100 g de produto.

A pectina extraida do albedo a 80° C por 20 minutos com 50 mM de acido
nitrico, numa razdo de 1: 50 (p/v) apresentou alto grau de esterificacdo (79%) e
de metoxilagdo (82%). Assim, para obtencdo da pectina com menor quantidade
de compostos nao pécticos e melhor viscosidade, o albedo deve ser utilizado.

Na busca de um melhor rendimento de extracdo de pectina a partir do
albedo, Peres e Canteri (2005) obtiveram 15,7% de rendimento usando uma

razéo soluto/solvente de 1: 50 e temperatura de 80° C durante a extragéo.



D’Addosio et al. (2005), analisaram a influéncia do estado de maturacao
da casca e do &cido, utilizado na extracdo de pectina da casca seca de maracuja-
amarelo, em condicbes fixas de pH, temperatura e tempo de extracdo Unica.
Obtiveram o rendimento de 18,45%, e a casca no estado maduro apresentou o
maior conteudo de pectina.

Yapo e Koffi (2006) realizaram a extracdo de pectina da casca de
maracuja-amarelo, resultando em pectinas ricas em acido galacturénico com
baixo grau de esterificacdo e conteudos relativamente baixos de aglUcares neutros
e grupos acetila. As caracteristicas de aplicacdo dessa pectina foram similares as
pectinas citricas de baixa metoxilagao.

A farinha do albedo de maracuja pode ser usada como ingrediente para
fabricacdo de bolos, doces e demais produtos. Por exemplo, Matsuura (2005)
elaborou barras de cereais com albedo de maracuja como ingrediente, com
acréscimo do teor de pectina no produto final (0,88 a 1,26 %), o que resultou em
um produto de boa consisténcia, sabor e cor, de acordo com a analise sensorial
aplicada.

A pectina extraida da casca do maracuja foi usada como agente
estabilizante em um sorvete com teor reduzido de gordura. Os resultados da
analise mostraram que o emprego da pectina em conjunto a reducédo no teor de
gordura, proporcionou um sorvete com melhor aeracdo, aumento da viscosidade
e melhor estabilidade ao derretimento (Barboza et al., 2012).

A pectina apresenta-se como uma alternativa importante, com agregacao
de valor e solucao parcial para o tratamento e para a disposicao final no processo
global do gerenciamento de residuos sdlidos, pela minimizacdo do volume a ser
descartado, entre 40-70% do total, variavel conforme a fruta de origem. H4 uma
tendéncia crescente das industrias em buscar alternativas que promovam o
fechamento da “reciclagem” de um residuo, com o maximo de aproveitamento
possivel e por meio da maior exploracdo comercial possivel dos componentes

antes considerados como subprodutos (Kertes, 1951).



2.2. Impactos na saude: Ingestao da farinha do maracuja

Nos ultimos anos, a casca do maracuja tem sido estudada por ser rica em
pectina, gerando efeitos benéficos para o0 organismo quando ingerida
periodicamente. Isso ocorre porque as substancias pécticas sdo componentes
sollveis altamente viscosos e fermentaveis com capacidade de reter agua. A
elevada hidratabilidade e a propriedade de formar gel ocasionam aumento da
viscosidade do contetdo no intestino e retardo da absor¢cédo dos nutrientes para a
corrente sanguinea (Roehring, 1988; Schneeman, 1986; Corréa, 2005).

Matsuura (2005) identificou que albedo in natura de maracuja apresenta
pH em torno de 4,4, 90,8% de umidade, baixo teor de sélidos soluveis (4,7°Brix) e
baixa acidez (0,31%, expresso em acido citrico). De acordo com a composi¢ao
centesimal apresentada na Tabela 1, pode-se observar quantidades
consideraveis de proteinas (6,8%) e minerais, como potassio (331,7 mg/100g) e
Célcio (189,8 mg/100g). E observado um alto teor de fibras solliveis e insoltveis,
0 que viabiliza a utilizagcdo da casca como farinha ou em outros produtos

indicados para as pessoas que necessitam aumentar o consumo de fibras.

Tabela 1. Composicado centesimal do albedo de maracuja-amarelo (em base
seca).

Constituintes

Proteinas (%) 6,8

Lipidios (%) 1,3

Carboidratos (%) 84,2
Fibras (%)

Total 67,5
Insoltveis 35,8
Celulose 30,7

Hemicelulose 1,6
Lignina 3 85
Solaveis 31,7

Substancias pécticas 27,8
Cinzas (%) il
Calcio (mg/100g) 189, 8
Potassio (mg/100g) 331, 7
Ferro (mg/100g) 6,3
Sodio (mg/100g) 248, 2

Fonte: Adaptado de Matsuura, 2005

Ja foi relatado, por exemplo, que a farinha da casca de maracuja possui

importante efeito no metabolismo do colesterol, reduzindo os niveis sanguineos



de colesterol total e da fracdo LDL-colesterol quando se h4 um consumo regular
da farinha (Corréa, 2005). Derivi e Mendez (1982) verificaram que a adicdo de
pectina citrica a racdo hipercolesterolemiante (0,6% de colesterol) reduziu os
niveis de colesterol sérico em coelhos. Nishina et al. (1991) demonstraram que
ratos alimentados com dieta acrescida da farinha de maracuja durante quatro
semanas apresentaram significativa reducédo dos niveis de colesterol total, HDL-
colesterol e dos niveis de triacilglicerdis, em relacdo ao grupo controle. Esses
multiplos efeitos ndo foram observados nos grupos recebendo farelo de aveia,
farelo de trigo ou celulose.

Medeiros et al. (2009) avaliaram a toxicidade clinica do uso da farinha de
albedo em 36 voluntarios saudaveis, que ingeriram 10 gramas do produto 3 vezes
ao dia, durante 8 semanas. Logo apods, foram realizados exames que nao
evidenciaram sinais de toxicidade nos avaliados, indicando que a farinha do
albedo poderia ser usada em novos estudos para sua implementagdo na

alimentacdo humana.

2.3. Pectina: Importancia sobre a estrutura da parede celular de frutos

A parede celular esta relacionada com o0s processos de crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e reproducdo vegetal, sendo responsavel pela:
resisténcia mecanica das estruturas vegetais, promocao da juncéo das células e
protecdo contra agressoes fisicas e quimicas (Raven et al., 1996). A presenca da
parede celular é uma caracteristica intrinseca das células vegetais. Os principais
componentes da parede celular s&o celulose, hemiceluloses, lignina e pectina.

As hemiceluloses referem-se a um grupo heterogéneo de polimeros de
hexoses, pentoses e acidos urdnicos (Damodaran et al., 2010). J4 a lignina € um
polimero tridimensional composto de unidades de fenil propano, como vanilina e
siringaldeido, os quais estdo ligados por meios de cadeias alifaticas laterais de
trés carbonos. A parede celular também apresenta pequenas quantidades de
proteinas estruturais e enzimas.

A celulose é o carboidrato mais abundante da biosfera, estando presente
em até 40% da matéria seca de todas as plantas superiores. E insolivel em agua

e constituido por cadeias lineares que contém trés a cinco mil residuos de D-



glucose unidos por ligagbes (B-(1—4), que constitui 0 arcabougo esquelético que
da suporte as outras moléculas da parede celular priméria (Paiva et al., 2009).

As estruturas das moléculas de pectina apresentam uma cadeia linear
formada por unidades de acido D- galacturdnico, unidos por ligacdes a-(1,4). As
pectinas presentes na parede celular priméria apresentam as cadeias de
ramnogalaturonana ramificadas com cadeias longas de arabinose e galactose. Ja
na lamela média, as cadeias de ramnogalaturonana apresentam-se ligeiramente
ramificadas, com cadeias curtas de arabinose e galactose (Damodaran et al.,
2010).

As substancias pécticas podem ser deterioradas através de 3 tipos de
reacdo, conforme esquematizado na Figura 2. A primeira € a reacao de um
namero de grupamentos metoxilas, dando origem aos acidos pécticos
(Wong,1995). J4 em meio acido, as ligacdes glicosidicas a (1—4) sao hidrolisadas
e ocorre desmetoxilacdo da pectina. Em meio alcalino pode ocorrer reagdes de [3-
eliminacdo, em que o hidrogénio em C5, mais acido em fungcdo do grupo éster
metilico é atacado pelo ion hidroxido, resultando na transferéncia eletrbnica e
levando a formacéo entre C4 E C5 de uma dupla ligacdo conjugada com aquela
da funcéo carboxila (Canteri et al., 2012; Wong,1995).

COOR COOR
;\0 0 COOCH g"\(_ )
. 3 + COO-
OH o H OH \>[\ o
0 0 +CH.OH
OH OH a OH- | (l)H o
OH & H by ¥
Deesesterificagan/saponificagio
*{ COOR
0, COOR COOR
o COOR v & o : 0
OH 0. OH
0 o S OH OH
L
Ol OH o OH (J},\
}f OH OH
OH
Hidrolise dcida

COOR COOCH,
COOR COOCH,

4{- 0. / {

0,
OH OH

OH
OH OH

B-eliminagio

Figura 2. Principais reacdes de degradacao das substancias pécticas.
Fonte: Canteri et al.,2012.



Pode ainda ocorrer degradacdo desencadeada por enzimas produzidas
pelo vegetal ou por microrganismos. A pectinametilesterase (PME) leva a
desmetilacdo preliminar, seguida da hidrdlise acida das ligagdes a (1—4) pelas
poligalacturonases (PG). As pectinas liases e pectato liases de origem
microbiana, podem despolimerizar as pectinas por reagbes também de B-
eliminacao (Canteri et al., 2012). A hidrélise da pectina por enzimas deve ser
evitada ja que reduz a adesdéo intercelular levando ao amolecimento do tecido
(Damodaran et al., 2010).

A pectina deve ser constituida de, ao menos, 65% de acido galacturénico,
segundo a FAO e EU (Unido Européia) (Willats et al., 2006). As pectinas podem
ser encontradas na forma de pd, de coloracao branca, amarela clara, acinzentada
ou levemente escurecida (Canteri et al., 2010).

Normalmente as pectinas tém uma parte dos grupos carboxilas da cadeia
principal de &cido galacturdnico esterificada com grupos metila. Essa substituicdo
€ expressa como grau de metilacdo (DM) ou grau de esterificacdo (DE). O DM é o
percentual do total de residuos de acido galacturbnico esterificado apenas com
grupo metoxila, enquanto o DE, a razdo dos grupamentos esterificados de acido
D-galacturénico pelo total de grupamentos de acido galacturénico. O DE pode
incluir os grupos acetila (Canteri et al., 2012).

A solubilidade é outro parametro fortemente influenciado pelas
propriedades fisico-quimicas da pectina, de modo que a solubilidade tende a
aumentar com o incremento do grau de metoxilacdo e com a reducdo do peso
molecular da pectina. Estas caracteristicas direcionam aplicac6es industriais e
tecnologicas diferenciadas (Pomeranz e Meloan, 2000).

As propriedades fisicas das moléculas de pectina as tornam um
ingrediente importante e bastante utilizado pela inddstria alimenticia para
aumentar a viscosidade de solugdes, e principalmente assumindo papel de
hidrocoloide na funcdo de dispersante e estabilizante de diversas emulsdes de
carboidratos e de proteinas em formulacdes e alimentos naturais, e na producdo
de geleias, que incrementa via de regra, valor agregado e tecnolégico aos frutos
(Paiva et al., 2009).
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2.4. Pectinases: Enzimas de importancia na industria de alimentos

Pectinases é um nome coletivo para a familia de enzimas pécticas que
catalisam o processo de degradacéo das paredes celulésicas das células do fruto,
acelerando sua decomposicdo. Este processo deve-se principalmente a acao das
enzimas que despolimerizam a pectina, como exemplo a Poligalacturonase (PG)
e pectinametilesterase (PME) (Vilas Boas, 2010).

As tecnologias tradicionais (processamento térmico), bem como as novas
tecnologias (tais como o tratamento de alta pressdo, processamento através de
impulsos de campo elétrico) desempenham um papel importante em influenciar as
reacoes de conversdo enzimatica de pectina. Durante o processamento,
pectinases podem ser parcial ou totalmente inativadas, resultando, por exemplo,
em uma pectina de melhor qualidade. E ainda, a¢cbes de conversao de pectina
nao enzimatica (quimica) que dificiilmente ocorrem em condicBes ambientais,
podem ser induzidas ou melhoradas. A magnitude e a direcdo das alteracbes
induzidas pelo tratamento na enzima podem impactar positivamente ou
negativamente, dependendo das caracteristicas desejadas do produto final
(Buggenhout et al., 2009).

2.4.1. Poligalacturonase (PG)

A PG é considerada enzima chave na despolimerizacdo das substancias
pécticas da maioria dos frutos. Ela atua clivando as ligacdes endo- e exo-a- (1—4)
dos acidos galacturénicos, e sua atividade aumenta significativamente durante o
amadurecimento  resultando rompimento das barreiras intercelulares
(Parkin,2010).

Em alguns frutos, ela pode ser encontrada em diferentes isoformas: as
endo-poligalacturonases, atuando com mecanismo de hidrélise ao acaso, e as
exopoligalacturonases, que tém mecanismo de hidrélise nas extremidades da
cadeia (terminal). A maioria das PGs encontradas sdo enzimas de acao endo
(Duvetter et al., 2009).

Pressey e Avants (1973a), ao estudarem o amolecimento de péssegos,
identificaram que a PG esta extremamente associada a conversdo de

protopectina em formas soluveis. A PG néao foi encontrada em péssegos verdes,



11

contudo, a atividade apareceu na medida em que a fruta comecgou a amolecer e
aumentou acentuadamente conforme ocorria 0 amadurecimento.

A enzima PG tem se mostrado resistente ao tratamento térmico.
Wakabayashi e Huber (2001) estudaram as diferentes isoformas da PG em
abacate, sendo que a isoforma termoestavel teve uma perda da atividade em
80%, apods tratamento térmico a 65°C por 5 minutos, e a isoforma termolabel teve
uma perda de 90% nas mesmas condicdes de tempo e temperatura. Singh e
Dwivedi (2008) obtiveram 100% de inativacdo da PG purificada de mangas, apos
tratamento térmico a temperatura de 70°C por 5 minutos. Ja Pressey e Avants
(1973b) inativaram a PG purificada a partir de tomates, apdés 5 minutos a
temperatura de 90°C. Outros fatores também influenciam a atividade enzimatica,

entre estes: pH e a composicéo idnica do fluido apoplastico (Paiva et al., 2009).

2.4.2. Pectinametilesterase (PME)

Sdo enzimas que catalisam a desmetilacdo do grupo carboxilico em
unidades de A&cido galacturdénico, desempenhando um papel importante na
determinacdo da extensdo, a qual a pectina é acessivel & degradacao por PG.
Também os grupos metil-éster hidrolisados pela PME podem servir de substrato
as PGs ou ficardo disponiveis para ligagdes cruzadas intermoleculares mediadas
por Ca?* (Lima, 2002).

As PMEs estdo presentes especialmente na lamela média, por isso,
muitas vezes, as paredes celulares apresentam grandes quantidades de
substancias pécticas metiladas, mesmo com um numero suficiente de PME para
desmetild-las (Ros et al., 1992). As PMEs tém se mostrado envolvida no

mecanismo de maturacao dos frutos (Scalon, 1999; Lima,2002).
2.5. Inativagdo enzimatica

A inativacdo enzimatica objetiva principalmente a conservacdo do
produto, em seu periodo de elaboracdo e armazenamento. A inibicdo enziméatica
pode ser realizada por diferentes métodos, como por exemplo: o0 uso de aditivos
inibidores como CacCl, e acido ascorbico; mudancas de pH; exclusdo do oxigénio
por embalagem a vacuo ou emprego de atmosfera modificada; o congelamento e

o tratamento pelo calor (Cunha, 2005).
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2.5.1. Efeitos do Caz*

Em frutos, o efeito do Ca?* tem recebido muita atencao, visto que os seus
ions se ligam ao acido poligalacturénico na lamela média, sendo essencial para
reforcar a parede celular e os tecidos das plantas (Figura 3). As pontes de Ca?*
entre os acidos pécticos ou entre 0os outros polissacarideos dificultam o acesso e
a acdo de enzimas pectoliticas produzidas pelo fruto e que causam amaciamento,
e daquelas produzidas pelos fungos e bactérias que causam deterioracdo (Mota
et al.,, 2002). Além disso, na propria lamela média, na superficie externa da
membrana plasmatica, no reticulo endoplasmético e nos vacuolos, sao
encontradas altas concentracées de Ca?*, comprovando a sua importancia para a

integridade dos tecidos vegetais (Marschner, 1995).

Ester de
metila

Figura 3. Estrutura poligalacturdnica que compde a pectina (Taiz e Zeiger, 2009).

2.5.2. Tratamento térmico

O tratamento térmico em frutos tem uma variedade de funcdes,
destacando-se a inativacdo de enzimas causadoras do escurecimento, a fixacao
da cor, aroma e sabor da fruta, a eliminacdo de ar dos tecidos evitando
oxidacbes, aumento do rendimento do produto, garantia de maior eficiéncia
energética, controle de temperatura, eliminacdo de sabores estranhos, menores
perdas de substancias solliveis em agua, menores volumes de efluentes,
facilidade de limpeza e esterilizagdo, torna a consisténcia da fruta firme e tenra,
reduz a carga microbiana superficial, e aumenta a qualidade e vida util do vegetal
(Pereda et al., 2005).
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No entanto, alguns vegetais sofrem perdas consideraveis na qualidade se
0 tratamento térmico ndo for realizado adequadamente. Para conseguir uma
inativacdo enzimatica adequada, o alimento deve ser aquecido rapidamente a
uma temperatura pré-determinada, mantido durante um tempo estabelecido e
rapidamente resfriado a temperatura ambiente. Os fatores que influenciam o
tempo de tratamento térmico s&o o tipo de fruta, o tamanho dos pedacos, a
temperatura de branqueamento e o método de aquecimento (Fellows, 2006).

Segundo Duvetter et al. (2009), a aceleracdo da atividade catalitica das
enzimas durante o processamento térmico, esta relacionada com o aumento da
energia cinética das moléculas até a temperatura Otima para, além da qual,
ligacbes intra e intermolecular sdo quebradas, levando a inativacdo ou
desnaturacao das enzimas.

Efeitos desejados do tratamento térmico incluem a inativacdo enzimatica
e esterilizacdo do alimento, enquanto que os efeitos adversos incluem a perda de
nutrientes, tais como acido ascoérbico, a perda de gases intercelulares e
mudancas nas propriedades sensoriais e estrutura microscoépica de, por exemplo,
legumes. O grau em que qualquer uma dessas alteraces ocorre € influenciado
pelos processos de transferéncia de calor e massa combinados, que ocorrem
durante o processo. Do ponto de vista da qualidade do produto, os efeitos
adversos de tratamento devem ser minimizados (Arthey e Dennis, 1991).

Os dois métodos industriais mais comuns de tratamento térmico envolvem
a passagem do alimento através de uma atmosfera de vapor saturado ou um
banho de dgua quente. Quando o tratamento térmico for a partir de vapor, faz-se
0 uso de esteira transportadora e/ ou tinel com uma atmosfera de vapor. Ja,
guando o processo é feito através do uso de dgua quente, este processo pode ser
realizado em branqueadores rotatérios ou branqueadores tubulares e, este
tratamento térmico brando faz uso de temperaturas entre 70 e 100°C e tempos

variaveis (Fellows, 2006).

2.5.3. Alteracdo do pH

As enzimas, em sua maioria, Sdo ativas apenas em uma estreita faixa de
pH, normalmente entre 5 e 9. O estado de ionizagcdo do substrato, do produto ou
do inibidor, pode influenciar a reatividade da enzima, dependendo da natureza


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22David+Arthey%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Colin+Dennis%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
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das interacOes que a permitem ligarem e transformarem esses ligantes. Desse
modo, a ionizacdo das cadeias laterais dos aminoacidos da enzima pode modular
a seletividade da reacdo entre substratos potenciais. Por exemplo, muitas
proteases exibem pHs otimos diferentes para a atividade hidrolitica contra
diferentes substratos proteicos (Damodaran et al. 2010)

PMEs parecem ser muito sensiveis ao seu ambiente i6nico e sao
geralmente estreitamente reguladas por pH. A maioria das PMEs de plantas
apresentam um pH 6timo entre 6 e 8, enquanto que para as PMEs microbianas &
entre pH 4 e 9. Geralmente, a atividade da PME aumenta com o aumento da
concentragdo de céations até um valor ideal, acima do qual a atividade
normalmente diminui. As concentracdes Otimas dependem da natureza do cation.
As plantas podem regular a atividade da PME através do controle da
concentracdo ibnica no interior da parede da célula. Pode-se imaginar dentro da
parede celular, micro-dominios onde as concentracdes idnicas sdo adequadas
para a libertacdo de enzimas (Duvetter et al., 2009).

Tal como PMEs, PGs sao sensiveis ao seu ambiente idnico. O pH 6timo
para a atividade da PG esta na dependéncia da fonte e a isoforma PG dentro da
fonte. A dependéncia do pH suporta a ideia de que a composi¢cdo mineral e o pH
do apoplasto da fruta, proporciona um meio para regulacdo bioquimica do

metabolismo da parede celular (Almeida e Huber, 2007).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1541-4337.2009.00070.x/full#b3
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3. MATERIAL E METODOS

As etapas de processamento do maracuja para obtencdo da farinha
fracionada da casca (farinha do albedo) estdo indicadas na Figura 4. O foco
central foi a definicAo do melhor tratamento para inativacdo enzimética da PG,
umas das enzimas responsaveis por degradar as substancias pécticas da parede
celular do tecido do albedo, com o intuito de preservar a qualidade da pectina
obtida de farinha do albedo de maracuja.

Recepcéo dos frutos
Selecédo
Sanitizacéo
Corte da casca paril remocao da polpa
Lavagem para remoiéo do suco residual
Trituracdo e homogeneizagéo da casca bruta
Tratamento térmico, tratamento de alteracdo do pH e tratamento
com CaClz

7

Processamento em Equipamento de fracionamento

Prensagem, Secagem e Moagem da massa de albedo (albedo)

Embalagem da farinha do albedo

Figura 4. Fluxograma de processamento da casca do maracuja para obtencdo da
farinha fracionada do albedo.
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3.1. Experimento I: Tratamento térmico visando a inativacdo da PG presente no
albedo homogeneizado

3.1.1. Matéria-prima

Aproximadamente 450 frutos de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis
Sims) foram colhidos em lavoura comercial do municipio de Sdo José de Uba —
RJ, no periodo da manha, sendo padronizados com o mesmo estagio de
maturacdo (intermediario), apresentando a casca com coloracdo verde-clara. Os
frutos foram embalados cuidadosamente em caixas plasticas e transportados para
o laborato6rio onde foram lavados e sanitizados com solugdo de cloro (100 ppm/
15 minutos). Em seguida, os frutos foram secos e armazenados sobre estantes
em camara de refrigeracdo mantida a 10°C e 85-95 % UR. Este procedimento
visou preservar a qualidade e minimizar alteragcdes no padrédo de maturacdo dos
frutos antes do processamento.

A coloracao da casca foi caracterizada usando um colorimetro da marca
Hunterlab Miniscan Spectrophotometer Plus, iluminante D65, &angulo de
observacédo de 10°, sendo os resultados expressos pelo sistema L, a, b de Hunter.
As leituras foram realizadas em pontos equidistantes das faces expostas e nao
expostas do fruto ao sol na planta. A proporcao de cor amarela na casca foi obtida

conforme Silva et al. (2008), apresentado na Equacéo 1.

Hunter b (int) - Hunter b (ver)
Hunter b (mad) - Hunter b (ver)

Proporgéaocor amarela (%) = 100 (eq.1)

Em que:
Hunter b (ver): Média da leitura do parametro de Hunter b nos frutos verdes;
Hunter b(int): Média da leitura do parametro de Hunter b nos frutos intermediérios;

Hunter b (mad): Média da leitura do parametro de Hunter b nos frutos maduros.
3.1.2. Processo de homogeneiza¢ao da casca bruta dos frutos

Aproximadamente 12 frutos foram processados obtendo um padréo de
massa de casca de 1 kg, que foi utilizado em cada tratamento. Os frutos foram
cortados ao meio, utilizando faca de aco inoxidavel e apés a remocdo do

endocarpo (polpa) por meio de espatula, o material da casca foi lavado com agua



17

destilada para remocdo de residuos de suco. As cascas foram cortadas em
pequenos pedacos para facilitar a homogeneizacdo e foram imediatamente
processadas em aparelho liquidificador adaptado com tela de diametro de 1,5
mm, evitando a presenca de particulas grandes que agregam o material do
epicarpo. O material da casca foi alimentado no interior da tela do liquidificador e
processado sob condi¢Bes controladas de agitacdo, utilizando um fluxo de agua
destilada que facilitou o arraste das particulas para o recipiente que contém o
material homogeneizado (Figura 5).

O material proveniente da homogeneizacdo da casca bruta foi colocado
em repouso em um recipiente para decantacdo do epicarpo e a separacdo do
albedo que foi recolhido e imediatamente prensado em malha de tecido sintético,
para remocao do excesso de agua, e pesado em balanca semi-analitica, obtendo

um padrdo de 1 kg de material homogeneizado do albedo.

Figura 5. Sistema de homogeneizacao da casca bruta constituido de 1 tanque de
agua destilada que alimenta o aparelho liquidificador contendo um cilindro de tela
com o dilacerador na base do copo e tubulacdo de descarga da agua de arraste
das particulas da casca do maracuja. O liquidificador possui dispositivo de
controle de velocidade de rotacéo das laminas dilaceradoras
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3.1.3. Tratamento Térmico

Apos testes preliminares em laboratorio, foi selecionada a temperatura de
90°C por 4 horas para o tratamento térmico, e, a proporcdo massa bruta /agua
destilada de 1/32 (p/v). O tratamento térmico foi estudado em um banho ultra
termostéatico (SOLAB, SL 130/42), mostrado na Figura 6. O equipamento consistiu
da seguinte estrutura: 1) cuba de tratamento térmico em ac¢o inox com formato
cilindrico e base cbnica, revestida por uma camisa com capacidade para 20 litros
de fluido refrigerante (solucdo de etilenoglicol). Apresenta ainda um agitador
mecanico para garantir a homogeneidade da mistura na cuba de tratamento; 2)
tanque de aquecimento com capacidade para 40 litros de fluido de aquecimento
(solucao de etileno glicol a 25 %); 3) tanque de resfriamento com capacidade para
110 litros de fluido refrigerante (solucéo de etileno glicol a 35%); 4) Bomba
peristaltica para circular a agua de suspensao do material dentro da cuba (vazéo
de 1000 L min-1) e 5) Tanque para drenagem dos fluidos contidos na camisa da
Cuba.

Os dois tanques de tratamento térmico sdo ligados a camisa da cuba.
Desta forma, durante o aquecimento, a cuba é banhada externamente pelo fluido
guente durante um intervalo de tempo pré-determinado. O choque térmico é
conseguido quando o fluido quente é drenado e substituido pelo fluido frio que
opera em uma temperatura de -18° C, possibilitando o abaixamento rapido da
temperatura do material suspenso em agua no interior da cuba, alcancando a
temperatura ambiente dentro de 3 minutos. A 4gua de suspensdo do material
dentro da cuba é circulada por meio da bomba peristéltica que esta conectada no
fundo da cuba e circula por meio de serpentina de 1 cm de diametro que envolve
a parte externa da cuba (em contato com o fluido térmico) e descarrega a agua de
suspensao na parte superior da cuba. Desta forma, além da agitacdo mecanica
da agua de suspensdo dentro da cuba, promove-se também um aquecimento
adicional da agua de suspensao que circula através da serpentina banhada pelo
fluido na camisa da cuba. As condi¢cdes de temperatura de tratamento térmico séo
avaliadas por termopares instalados na base da cuba e na posicdo de descarga

da agua de suspenséo para dentro da serpentina.
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Figura 6: Tanque de tratamento térmico (SOLAB, SL 130/42). Legenda: (1) cuba
de tratamento térmico; (2) tanque de aquecimento; (3) tanque de resfriamento; (4)
bomba peristaltica para circular a 4gua de suspenséo do material dentro da cuba
e (5) Tanque para drenagem dos fluidos contidos na camisa da Cuba.

O material homogeneizado, conforme o item 3.1.2, foi colocado em um
volume de 32 litros de agua destilada, previamente aquecida a 90°C, e mantido
sob agitacdo mecéanica constante durante o intervalo de tempo de 4 horas.
Posteriormente, o material foi rapidamente resfriado no préprio tanque através de
um banho de congelamento acoplado ao tanque de tratamento térmico.

Apos o resfriamento do material dentro da cuba, foi realizada a descarga
pela vélvula localizada na base do tanque, recolhendo o material com auxilio de
um balde onde ficou em repouso para a separacdo das fases albedo e epicarpo.
O albedo foi recolhido e prensado manualmente em malha de tecido sintético para
remocéao do excesso de agua.

O tratamento controle apresentou as mesmas condigbes que foram
utilizadas para o tratamento térmico, porém o material foi mantido a temperatura
ambiente, sob agitagdo mecéanica constante durante o intervalo de tempo de 4
horas.

Amostras foram retiradas para a caracterizacdo inicial do material controle
apos a homogeneizagcdo, mas sem o tratamento térmico por 4 horas.

Apoés os tratamentos, os materiais foram embalados em papel aluminio,

congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a - 80°C.
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3.1.4. Determinacao da atividade da enzima PG

Para a extracdo da enzima PG foram feitas adaptacbes ao meétodo
descrito por Silva (2006). Ap6s a homogeneizagdo descrita no item 3.1.2. 10
gramas do albedo foram triturados durante 5 minutos, a 4°C, em Turratex, com 20
ml de solucdo tampdao de acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0, contendo 1 M de NacCl,
e 1% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Posteriormente, foram filtrados em duas
camadas de tecido de algodéao e centrifugado a 15.000 rpm por 30 minutos em
uma centrifuga refrigerada a 1° C.

Para o célculo da atividade enzimatica, os acucares liberados pela reacao
enzimatica foram determinados utilizando o método do &cido dinitrosalicilico
(Miller, 1959), em que se adicionou 0,2 ml do sobrenadante a uma solugéo de 2,0
ml de tamp&o acetato de sodio 0,05 M, pH 3.6, contendo 0,45% de &cido
poligalacturénico. Em seguida, a mistura foi incubada a 45° C e ap6s o periodo de
uma hora a reacdo foi paralisada pela adicdo de 1,0 ml de é&cido 3,5
dinitrossalicilico. A mistura foi colocada banho-maria fervente por 10 minutos e
resfriada em banho de gelo. A coloragdo desenvolvida foi medida em
espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de
540 nm. Uma unidade de atividade foi considerada como sendo a quantidade de

enzima capaz de gerar 1umol de acido galacturénico por minuto.

3.1.5. Delineamento experimental

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 5
repeticbes para cada tratamento. Os resultados foram interpretados pelo
programa GENES (Cruz, 2001), para comparac¢ao entre as médias, utilizando-se

o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

3.1.6. Efeito da temperatura na inativagdo da PG em extrato enzimético do albedo

do maracuja

Para avaliar a perda da atividade da PG, o sobrenadante obtido apos
extracdo enzimatica foi incubado em banho-maria nas temperaturas de 65, 75 e

85° C, retirando-se amostras em intervalos de 5 min, até completa inativacao da
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enzima. As aliquotas foram imediatamente acondicionadas em banho de gelo
para posterior ensaio de atividade como descrito no item 3.1.4.

Os resultados foram expressos como atividade residual (%) em funcao da
atividade maxima encontrada na amostra que nao passou por inativacao
enzimatica (Oliveira, 2013).

Para cada temperatura e intervalo de inativagdo, foram analisadas 3

repeticoes.

3.2. Experimento II: Influéncia da alteragcéo do pH do albedo homogeneizado

3.2.1. Matéria-prima

Os frutos foram colhidos e processados conforme descrito no Item 3.1.1 e
3.1.2.

3.2.2. Tratamentos com alteracdo do pH da casca bruta homogeneizada

Para o método de tratamento com alteracdo do pH, a casca bruta
homogeneizada foi imersa em 31.800 ml de 4gua e 200 ml de tamp&o e agitada a
400 rpm por 1 hora (Figura 7). Os tampdes utilizados foram: tamp&o acetato de
sédio (pH 4-5), tampao fosfato (pH 6-8) e tampao carbonato/bicabornato (pH 9-
10). O pH do meio foi verificado no inicio e final do tratamento com auxilio de um
potencidmetro de bancada.

Apoés o tratamento, o albedo foi separado e prensado manualmente em
malha de tecido sintético para remocao do excesso de agua (Figura 8).

O tratamento controle foi realizado nas mesmas condi¢cdes de ensaio,

contudo, no lugar do tampéo foi completado o volume com &gua destilada.
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Figura 7: Processo de agitacdo da casca bruta do maracuja durante o tratamento
guimico.

Figura 8: Albedo em malha de tecido sintético para remoc¢éo do excesso de agua.

3.2.3. Delineamento experimental

O delineamento estatistico utilizado nestes testes foi o inteiramente
casualizado com 3 repeticbes para cada tratamento. Os resultados foram
interpretados pelo programa GENES (Cruz, 2001), para comparacdo entre as

médias, utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.3. Experimento lll: Determinacdo das condi¢cdes de tratamento com Ca?z*

visando a inativagdo enzimatica da PG presente no albedo homogeneizado

3.3.1. Matéria-prima

Os frutos foram colhidos e processados conforme descrito no Item 3.1.1 e
3.1.2.

3.3.2. Tratamentos com Ca?*

A casca bruta homogeneizada foi agitada a 400 rpm por 1 hora com o
auxilio de um agitador mecanico (marca Fisatom 713D) em solucdes de CacCl,
contendo as seguintes concentracfes: 0,01 e 1% de ions de Calcio. A proporcao
de casca bruta do maracuja homogeneizada foi de 1 Kg para 32 litros de solugéo.
Apés o tratamento, o albedo foi separado por densidade e prensado manualmente
em malha de tecido sintético para remocao do excesso de agua. Os dois niveis de
Ca?* foram escolhidos a partir de testes preliminares, em que a concentracdo de
0,01% ainda foi identificada atividade enzimatica de PG e a concentracado de 1%
bloqueou a acdo da enzima PG.

O tratamento controle consistiu nas mesmas condicdes do ensaio,

contudo, sem a adicao dos ions de calcio em meio aquoso.

3.3.3. Delineamento experimental

O delineamento estatistico utilizado para os testes, foi o inteiramente
casualizado, com 5 repeticbes para cada tratamento. Os resultados foram
interpretados pelo programa GENES (Cruz, 2001), para comparacdo entre as

médias, utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.4. Experimento IV: Grau de esterificacdo da pectina extraida do albedo
homogeneizado e tratado com diferentes concentracdes de Ca?*

A partir dos tratamentos descritos nos experimentos |, Il e Ill que visaram
inativar ou bloquear a acdo da enzima PG, foram identificados os tratamentos

com ions de célcio sendo os mais eficientes no bloqueio da atividade enzimatica.

3.4.1. Tratamento e processamento do albedo para fabricagcdo da farinha do

maracuja-amarelo

A casca bruta homogeneizada foi tratada com 0,01 e 1 % de Ca?*
conforme o item 3.3.1. Posteriormente, o albedo foi prensado em malha de tecido
sintético e separado em 3 parcelas. A primeira parcela (0 hora apds o tratamento)
foi imediatamente desidratada sobre tela sintética em secador de bandejas
(Marca Pardal) com circulagéo forgcada de ar, em temperatura de 60° C por 20
horas e triturada em moinho analitico (Marca Quimis) até obter a granulometria de
0,297 mm (Figura 9). A farinha do albedo foi armazenada até o momento da
caracterizacdo da pectina. Apos 12 e 24 horas, exposta a temperatura ambiente,
previamente a secagem, a segunda e terceira parcela passaram pelo mesmo
procedimento anterior. Desta forma, foi possivel avaliar o intervalo de tempo em
qgque a casca bruta homogeneizada e tratada poderia ser deixada exposta a
temperatura ambiente, em condigbes de sobrecarga na industria do
processamento do material para obtencdo da farinha, sem que houvesse
degradacéo da pectina.

O controle passou pelo mesmo procedimento, contudo, ndo recebeu

tratamento com ions de célcio.

Figura 9. Processo de trituracdo da farinha do albedo. Legenda: (1) moinho
analitico (Marca quimis); (2) peneira gramatura de 0,297 mm.
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3.4.2. Extracdo das substancias pécticas

As analises de quantificacdo e caracterizacdo quimica das substancias
pécticas foram conduzidas no laboratério de Bioquimica da Embrapa
Agroindustria de Alimentos- Rio de Janeiro. A extracdo e o0 isolamento das
pectinas foram realizados de acordo com Scabio et al. (2007) apud Fertonani et
al. (2009) com modificagdes, sendo o acido nitrico utilizado como agente extrator.

As farinhas do albedo (1 g), obtidas conforme citado no item 3.4.1, foram
suspensas em 25 mL de agua e preparou-se uma solucéo 4cida de igual volume,
a partir da diluicdo de acido nitrico 1M. A suspenséo acida apresentou razao final
sélido-liquido 1: 50 (p/v). Ambos os frascos foram aquecidos até a temperatura de
extracao e os conteudos foram misturados em banho-maria com agitacdo a 80°C,
sendo cronometrado o tempo de extracdo estabelecido de 20 minutos. Apds esse
periodo, o processo de extracao foi interrompido por imersdo do recipiente com a
suspensdao acida em banho de agua e gelo.

Para o isolamento da pectina solavel, o residuo solido foi separado por
filtragcdo em funil e algod&o. Ao liquido filtrado, foram adicionados trés volumes de
etanol a frio (4°C) e agitou-se vigorosamente. O material ficou em repouso por
aproximadamente 15 horas (overnight), para a separacdo do gel de pectina. Em
seguida, o material foi centrifugado a 4500 rpm por 30 minutos a 10°C e o pellet
foi submerso em acetona por 10 minutos. Posteriormente, o material foi
centrifugado novamente a 4500 rpm por 15 minutos a 10°C.

O material foi conduzido a estufa de circulacdo a 37 °C por cinco horas.

Depois foi congelado, liofilizado e pesado.

3.4.3. Avaliacdo do grau de esterificagdo das pectinas obtidas da farinha do

albedo

A avaliacdo da pectina foi conduzida com base no grau de esterificagao
do acido D-galacturénico, segundo Bochek et al. (2001), com adaptacdes.

O grau de esterificacdo (DE) € o numero de grupos carboxilicos
esterificados pelo total de numero de grupos carboxilicos. Assim, o DE foi

determinado de acordo com a seguinte equagao:
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DE = [ﬁj*loo
Kt

Em que: Ke = nimero de grupos carboxilicos esterificados, Kt = nUmero total de
grupos carboxilicos (Ke + Kt).

Num béquer, foi pesado 0,2 g de pectina, umedecendo-a com 200 uL de
alcool etilico p.a. (95 %). Em seguida, foram adicionados 20 mL de agua
destilada. A solucdo foi mantida em agitacdo a 200 rpm e temperatura de 30°C
por 24 horas em shaker, posteriormente, titulou-se com solucdo de NaOH 0,1N
em presenca de fenolftaleina. A reacéo foi determinada até o pH alcancar o valor
de 8,5, usando um potenciémetro de bancada.

O percentual de grupos carboxilicos livres foi determinado a partir da
seguinte equagao:

xVy,on % 0,045 x100 (2)

K. 0% = N o
f a

Em que: Kr: Quantidade de grupos carboxilicos livres (%), a: massa de pectina
utilizada (g), Nnaon: Normalidade da solucédo alcalina, Vnaon: Volume da solucdo
alcalina gasto durante a titulacdo (mL), 0,045: peso equivalente do grupo
carboxilico.

Para a determinacdo do numero de grupos carboxilicos esterificados (Ke)
adicionou-se 10 mL de NaOH 0,1N na amostra neutralizada, ap0s a determinacao
dos grupos carboxilicos livres. O béquer foi tampado e a solucédo foi agitada por 2
horas a 400 rpm, ocorrendo assim a saponificacdo dos grupos carboxilicos
esterificados do polimero. Adicionou-se 10 ml de HCI 0,1 N a solu¢éo. O excesso
de HCI foi titulado com NaOH 0,1N até o valor de pH 8,5. O niumero de grupos
carboxilicos esterificados foi determinado a partir da seguinte equacéo:

N aon X Viaon X 0,045 x 100
a

K, %=

e

Em que: Ke: Quantidade de grupos carboxi esterificados (%), a: massa de pectina
utilizada (g), Nnaon: Normalidade da solucdo alcalina, Vnaon: Volume da solucdo

alcalina gasto durante a titulagdo, em mL.

3.4.4. Delineamento Experimental
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Para a andlise do DE &cidos carboxilicos livres e esterificados
individualmente, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 5
repeticbes no modelo de parcelas subdivididas compostos de 2 fatores: Parcelas
(tratamento 0, 0,01 e 1% de Ca2?*) e subparcelas (tempo de exposicdo a
temperatura ambiente de 0, 12 e 24 horas). Os resultados foram interpretados
pelo programa ASSISTAT 7.7 beta, para comparacdo entre as médias, utilizando-

se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo da Matéria-Prima utilizada nos experimentos

Na analise de cor da casca, contatou-se que os frutos apresentaram 5,04
% de coloragdo amarela, com desvio padrdo de 2,83. Os frutos foram
classificados no estadio de maturacdo 2, na escala de cor da casca para sete
estadios de maturacdo do maracuja-amarelo, conforme Silva et al. (2008).

Aina e Oladunjoye (1993) estudaram a variacdo de cor da manga durante
o periodo de armazenagem e identificaram um aumento no indice de cor, ao
mesmo tempo em que foi registrado um aumento da atividade da PG.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), a hidrélise das pectinas tem
uma tendéncia a aumentar com o amadurecimento dos frutos, devido a acdo das
enzimas pectoliticas. Desta forma, a utilizacdo dos frutos no estadio de maturacdo
2, permitiu a obtencdo de uma matéria-prima onde as enzimas degradantes ainda

nao estavam atuando intensamente na hidrélise da pectina.

4.2. Experimento I: Tratamento térmico visando a inativacdo da PG presente no

albedo homogeneizado
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4.2.1. Efeitos do bindbmio temperatura/tempo na inativagdo da PG em extrato
enzimatico obtido do albedo

As atividades relativas da PG em extrato enzimatico do albedo da casca
do maracuja, em fungcéo do tempo de incubacado, nas 3 temperaturas estudadas,
estdo apresentadas na Figura 10. Quando a PG foi incubada a temperatura de 85
°C, ocorreu total desnaturacédo da enzima em 10 minutos. Rodrigo et al. (2006),
ao estudarem a inativacdo da PG em extrato enzimatico de tomates, obtiveram
desnaturacao total a temperatura de 90 °C por 5 minutos.

J4 em temperaturas mais baixas, a enzima apresentou termorresisténcia
guando incubada as temperaturas de 65 °C e 75 °C, ocorrendo inativacdo em 30
e 20 minutos, respectivamente.

Ainda, analisando a Figura 10, a enzima perdeu 80% da atividade apds
20 minutos a 65°C, mostrando maior resisténcia térmica quando comparada a PG
purificada de abacate, que apés a incubacdo por 5 minutos a essa temperatura,
perdeu 80% da atividade (Wakabayashi e Huber, 2001).

Estudar os mecanismos de inativacdo das pectinases é fundamental para
a indastria de alimentos (Duvetter et al., 2009). Neste caso, foi importante
conhecer os parametros de inativagcdo da PG em sobrenadante, obtendo assim,
um ponto de partida para aplicar os tratamentos térmicos no material
homogeneizado da casca bruta de maracuja, procurando preservar as

caracteristicas quimicas da pectina presente na farinha do albedo.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1541-4337.2009.00070.x/full#b137
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Figura 10. Atividade relativa da PG (%) em funcdo do tempo de tratamento
térmico do extrato enzimético do albedo, para as temperaturas de 65°,
75°C e 85°C. Os pontos experimentais representam as médias de 3
repeticées. (100% de atividade =1.91 U.ml™).

4.2.2. Tratamento Térmico da casca bruta de maracuja homogeneizada

Os ensaios preliminares da dinamica de operacdo do Tanque de
Tratamento Térmico mostraram que o fluido de tratamento térmico (tanque de
aguecimento) atinge a temperatura de 90°C em 90 minutos (Figura 11). No
entanto, o fluido de resfriamento (tanque de congelamento) demora 100 minutos
para atingir a temperatura de -18 °C (Figura 12). Desta forma, a estabilizacdo das
temperaturas nos tanques de aquecimento e de congelamento para a realizagéo
dos testes de branqueamento do material em suspensdo demanda pelo menos

100 minutos para o inicio de cada repeticdo de tratamento térmico.
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Figura 11. Historico de temperatura do tanque de aquecimento do banho
ultratermostatico (SOLAB, SL 130/42) com a cuba contendo um volume de 32 L
de agua de suspensao.
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Figura 12. Histérico de temperatura do tanque de resfriamento do banho
ultratermostatico (SOLAB, SL 130/42) com a cuba contendo um volume de 32 L
de agua de suspensao.
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Testes preliminares, com o intuito de chegar a uma proporgéo de casca
homogeneizada capaz de néo esfriar a agua pré-aquecida a 90°C ao adicionar a
casca homogeneizada, demostraram que a proporcdo 1/32 (kg/L) de casca
homogeneizada/agua, como a ideal. A casca homogeneizada manteve-se durante
as 4 horas na temperatura de 90°C, sendo a leitura da temperatura feita através
de termopares no interior da cuba. Apos as 4 horas, o fluido quente circulante da
camisa da cuba foi drenado rapidamente e o tanque de resfriamento acionado,
enviando o fluido a base de etilenoglicol a -20°C para a camisa da cuba, assim,
em 9 minutos a casca homogeneizada chegou a temperatura de 35°C. O tanque
de resfriamento mostrou-se eficaz, e apenas ap0s 5 minutos de troca de calor na
camisa da cuba, a temperatura do tanque comecou a aumentar, saindo dos -20°C

para 0°C entre 5 a 7 minutos (Figura 13).
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Figura 13. Histérico de temperatura de resfriamento da solu¢cédo de suspensédo da
massa homogeneizada na cuba, usando a proporcdo 1/32 (kg/L) de casca
homogeneizada/agua. Legenda: (o) temperatura da solucdo de suspensdo do
material homogeneizado e (m) temperatura do tanque de resfriamento (SOLAB,
SL 130/42).
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Conforme encontrado o bin6mio/temperatura de inativacdo da PG em
extrato enzimatico obtido do albedo de maracuja, ensaios preliminares foram
realizados para encontrar um bindmio tempo-temperatura capaz de inativar a
enzima PG presente em casca bruta homogeneizada. Contudo, o tratamento
térmico aplicado na casca bruta homogeneizada ndo obteve sucesso de total
inativacdo como no extrato enzimatico, provavelmente, os tecidos impediram com
que ocorresse a inativacdo da enzima. Sendo assim, foi escolhido o tratamento
térmico a 90°C por 4 horas, para estudar a inativacdo da enzima, tendo em vista
gue o0 aumento do tempo de aquecimento provocou escurecimento do albedo.

Conforme mostrado na Figura 14, a atividade da PG apds o tratamento
térmico a 90°C diferiu significativamente (p<0,05) do tratamento controle,
inativando em 50% a enzima PG no material homogeneizado do albedo. J4 em
relacdo a caracterizagdo inicial, o tratamento térmico nao diferiu significativamente
(p>0,05), mantendo o albedo sem aumento da atividade da PG, mesmo apés 4
horas. A atividade da PG elevada, observada no tratamento controle em
comparacao com a caracterizacdo inicial, poderia ser explicada pelo estresse
induzido pelas operacfes de agitacdo e devido ao tempo reacional do material a
temperatura ambiente, sem nenhum tipo de tratamento para controlar a atividade
da PG.

O tratamento térmico néo foi capaz de inativar totalmente a enzima PG,
estando de acordo com Alvim e Clemente (1998), que avaliaram as enzimas PG
como termorresistentes. A presenca de enzimas termorressistentes pode causar
problemas no tratamento térmico da maioria dos vegetais. O projeto de
tratamentos térmicos eficientes requer o conhecimento de fatores criticos, como a
distribuicdo enzimatica dentro do tecido, parametros cinéticos de inativacdo e
estabilidade térmica da enzima em extrato bruto. Este tipo de informacédo nao é
geralmente disponivel na literatura e é exclusivo para cada vegetal, espécie,
cultivar e, é influenciada pelas condi¢cdes ambientais, entre outros fatores (Prasath
et al, 2010).
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Figura 14 - Influéncia do tratamento térmico na atividade da enzima PG no
material homogeneizado do albedo de maracuja. Caracterizacéo inicial (albedo
homogeneizado e atividade avaliada imediatamente), Controle (albedo
homogeneizado e agitado durante 4 horas a temperatura ambiente) e tratamento
térmico (albedo homogeneizado e agitado durante 4 horas a temperatura de 90
°C). Médias de 5 repeticdes para cada tratamento.

O fato de a enzima ser mais resistente na casca bruta homogeneizada do
que no extrato enzimatico deve-se ao fato de que ligantes (substratos ou mesmo
inibidores) aumentam a estabilidade por ajudar a reter a estrutura nativa no sitio
ativo ou ao seu redor. Outros fatores de composicdo no meio também podem
aumentar a estabilidade térmica, como por exemplo, as fibras. (Damodaran et al.,
2010).

Tradicionalmente, o processamento térmico maior ou igual a 90°C € muito
usado na conservacao de alimentos. No entanto, a exposicao a alta temperatura,
muitas vezes pode causar mudancas prejudiciais no produto processado, o0 que
pode incluir alteracGes indesejaveis nos aspectos nutricionais e organolépticos
(atributos de textura, cor etc...). A extensao destas perdas depende da natureza
do processo de aplicacdo e as combinacdes de tempo e temperatura
(Buggenhout et al., 2009). O tratamento térmico visando inativar a enzima em
casca bruta homogeneizada do maracuja mostrou-se ineficiente na temperatura
estudada, sendo que, além de ndo ocorrer inativagdo da enzima, mostrou-se
COmo um processo economicamente inviavel para a industria de processamento
do maracuja, devido ao longo tempo de tratamento e sem resultados desejaveis.

Contudo, séo resultados que demonstram que 0s experimentos para realizacao
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de inativacdo da PG em extrato enzimatico ndo refletem o verdadeiro
comportamento da enzima, quando a mesma se encontra na casca bruta

homogeneizada.

4.3. Experimento Il: Influéncia da alteragcdo do pH do albedo homogeneizado
visando a inativagdo da PG

Estudos apontam o pH entre um dos fatores determinantes da eficiéncia
enzimatica. Valores altos ou baixos de pH podem causar desnaturacdo proteica e,
consequentemente, inativacdo enzimatica. Por isso, € muito Uutil saber em que
faixa de pH a enzima é mais estavel. A cinética enzimatica qualitativa e
guantitativa mostra que as enzimas respondem de forma previsivel em sistemas
ideais simples, como o0s usados para classificar e caracterizar as enzimas
extraidas de materiais biolégicos (Food Ingredients Brasil, 2011). Contudo, n&o foi
encontrado na literatura consultada, nenhum estudo sobre aplicacbes de
tratamentos alterando o pH do material biolégico e, posteriormente, extraindo a
enzima para avaliar a sua atividade enzimatica. Os estudos concentram em
avaliar os efeitos do pH sobre a atividade enzimética apés extragéo celular.

Diante do exposto, o objetivo foi avaliar se ha algum efeito sobre a
enzima, quando o albedo do maracuja homogeneizado é mantido em diferentes
valores de pH no periodo de 1 hora e sob agitac@o constante.

Analisando a Tabela 2, o tratamento controle (pH 6 sem adicdo de
tampdao) diferiu significativamente (p<0,05) do tratamento em pH 6 (tampéao
fosfato de sddio), reduzindo em 36% a atividade de PG. Para a ligeira inibicdo da
enzima pode ser que os grupos carboxilicos livres do acido galacturénico tenham
sido parcialmente neutralizados por ions sdédio, potassio, entre outros presentes
no tampao, diminuindo os sitios para atuacao da PG (Kashiap et al., 2001).

A atividade enzimética da PG extraida do albedo homogeneizado e
tratado com tampdes de pH 4, 5, 6, 8 e 9 ndo apresentou diferencas significativas
a p<0,05, segundo o teste de Scott-Knott. Pelo que se percebe, a estrutura celular
gue envolve a enzima ndo deixou com que ocorressem variagdes tao intensas,
ndo afetando assim, a configuracdo ibnica dos radicais de amino&cidos
envolvidos direta ou indiretamente com o centro ativo da enzima (Azevedo et al.,
2003).
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Tabela 2. Atividade enzimatica da PG encontrada apos o albedo homogeneizado
passar por tratamento em suspensdo de tampao com diferentes valores de pH,
por 1 hora a temperatura ambiente. O controle foi mantido em suspenséo de agua
destilada.

Tratamentos IMédia (U.mL™1) Desvio padrédo
Controle 1,874 0,11
pH 10 1,608 0,08
pH 7 1,508 0,06
pH 8 1,31¢ 0,06
pH 5 1,31¢ 0,08
pH 4 1,24¢ 0,05
pH 9 1,21¢ 0,03
pH 6 1,21¢ 0,07

!Médias de 3 repeticdes e respectivas letras do agrupamento de Scott-
Knott. Médias com letras iguais verticalmente ndo diferem significativamente a
p<0,05.

4.4. Experimento lll: Determinacdo das condicbes de tratamento com Ca?*
visando a inativagdo enzimatica da PG presente no albedo homogeneizado

O Calcio tem recebido muita atencao por fazer parte da parede celular e
lamela média dos vegetais. A sua utilizacdo em tratamentos pés-colheita tem
garantido a manutencédo da textura dos tecidos vegetais, devido a uma menor
solubilizac&o de pectinas (Silveira et al.,2011; Barbagallo et al., 2012).

A fim de avaliar o efeito do tratamento com Ca?* para a inativacdo da PG,
além da caracterizacao inicial (albedo homogeneizado que néo ficou em agitacao
por 1 hora), também foi utilizado um tratamento controle, o qual ficou em agitacao
constante por 1 hora em temperatura ambiente. Foi possivel constatar um
aumento da atividade enzimética do tratamento controle (p<0,05) em relacédo a
caracterizagao inicial do albedo homogeneizado (Figura 15). Silveira et al. (2011),
ao tratar meldo minimamente processado com sais de Ca?*, também obtiveram
uma atividade de PG mais elevada no tratamento controle em referéncia aos
frutos utilizados para caracterizagao inicial, e explicaram que poderia ser devido
ao estresse induzido pelas operacbes de corte e tempo em que o material
permaneceu sem qualquer tratamento que pudesse prevenir a atuacéo da PG.

A reducgdo na atividade enzimatica de PG apds os tratamentos quimicos

contendo 0,01% e 1% de Ca?* foi de 58,02 e 96,15%, respectivamente, em
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comparacao aos valores iniciais antes do tratamento. As medidas em relacdo ao
controle apresentaram uma reducéo de 71,61% e 97,39% para os tratamentos
com Ca a 0,01% e 1%, respectivamente. E possivel observar que, quanto maior a
concentracdo de Ca?* utilizada nos tratamentos, maior é a inibigdo da enzima PG
no material homogeneizado do albedo da casca do maracuja. Alonso et al. (1995)
também obtiveram menores niveis de atividade enzimatica em cerejas tratadas
com célcio em comparacdo aos frutos controle, sendo que na concentracédo de

1% houve efeito inibitdrio sobre a atividade da enzima.
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Figura 15. Atividade enzimética da PG encontrada apés o albedo homogeneizado
passar por tratamento em suspensdo em diferentes concentracées de Ca?*, por 1
hora a temperatura ambiente. Caracterizacéo inicial (albedo homogeneizado e
atividade avaliada imediatamente), Controle (albedo homogeneizado e agitado
durante 1 hora a temperatura ambiente). Médias de 5 repeticbes para cada
tratamento.

A enzima PG atua mais intensamente em acidos carboxilicos livres da
pectina. A inibicdo da atividade enzimatica da PG, ap6s o tratamento com Ca?* no
albedo homogeneizado, pode ser atribuida ao fato de que, o Ca?* pode ter ligado
aos grupos carboxilicos livres na molécula de pectina, estabilizando a estrutura da
parede celular por formar pectato de calcio, o que aumenta a rigidez da parede
celular e restringe a acdo da PG (Abeles e Takeda, 1989; Silveira et al., 2011,
Alandes et al., 2009).

Os beneficios do tratamento com Ca?* também foram reportados por

Camargo et al. (2000) que determinaram o efeito do CaCl. sobre a atividade
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enzimatica de PG e PME em morangos (Fragaria ananassa Duch.). A atividade
da PG foi maior nos frutos controle em relacéo aos tratados com 2 e 4% de CaCls,.
Esses resultados reforcam que a presenca de ions de Ca?*, pode ter dificultado o
acesso da PG as cadeias de acido poligalacturénico, inibindo a solubilizacdo das
pectinas.

Baixas atividades de PG também foram encontradas em frutos de
mamoeiro que passaram por submersao em CaClz a 2% e posteriormente foram
armazenados por 35 dias a 10°C e 85% de umidade relativa em embalagem de
filme PVC (Bicalho et al., 2000).

Moraes (2011) avaliou o efeito da aplicacdo dos ions de Ca?' na
conservagao de caqui ‘Giombo’, visando a manutencédo da qualidade e retardo do
amadurecimento. Os frutos foram imersos por 10 minutos nas seguintes
concentracdes de CaClz: O(controle),1, 2 e 3 %. Posteriormente, foram embalados
com filme de policloreto de vinila 0,020mm e armazenados a temperatura de
0+0,5°C e 85+5% UR por 35 dias. Amostras foram analisadas a cada 7 dias de
armazenamento. Os menores valores enzimaticos de PG ao final do
armazenamento e média geral dos dias foram para a concentracdo de 1% de
CaCla.

Conway et al. (1992) citam que as pontes de Ca2" sao resistentes nao
apenas as enzimas hidroliticas dos tecidos vegetais, como também as enzimas
produzidas por fungos e bactérias, induzindo a resisténcia dos tecidos aos
mesmos.

Diante do exposto, pode-se observar que objetivo basico dos tratamentos
com ions de Ca?* no processamento de alimentos é inibir a atividade de enzimas,
retardando as mudancas quimicas e fisicas que podem afetar de forma negativa a
qualidade das frutas ou de seus subprodutos, podendo ser armazenados em
condicbes de consumo ou de processamento por periodos maiores do que

geralmente seria possivel por outros meios.



39

4.5. Experimento IV: Grau de esterificacdo da pectina extraida do albedo
homogeneizado e tratado em diferentes concentracdes de Ca?*

De acordo com a Tabela 3, é possivel observar um decréscimo no grau
de esterificacdo (GE) das pectinas extraidas do albedo homogeneizado e tratado
com Ca?" (p<0,05). Segundo Bem-Arie e Sonego (1980), a reducdo do GE
guando se adiciona Ca?* pode ser explicado devido ao Ca2* modular, a estrutura
e as propriedades da rede de pectinas. Quando altos niveis deste ion se
acumulam no apoplasto, ocorrem ligagBes cruzadas de célcio com a pectina.
Assim, ocorre uma forte inibicdo da liberacdo das pectinas da parede celular e
também suprime a atividade da PG (Rose, 2003; Clare et al., 2015).

Tabela 3. Grau de Esterificacdo (GE) da pectina extraida do albedo
homogeneizado e tratado com diferentes concentracdes de Ca em temperatura
ambiente.

Concentracdes! Intervalos de tempos (horas)
0 o 12 o 24 o
0% 43.37aA 0.2 4257aA 05 43,65aA 1,1
0,01% 24.46bA 0.1 1453bB 0.3 16.00bB 0,1
1% 15.14cA 0.7 15.44bA 1.3 08,97cB 0,4

Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas na vertical e mailsculas na
horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Analisando os dados de &cidos carboxilicos livres (ACL) mostrados na
Tabela 4, nota-se a manutencdo dos valores nas primeiras 12 horas e um
aumento de ACL no tempo de 24 horas no material do tratamento controle que
néo foi adicionado de Ca?*. Desta forma, sugere-se que pode estar havendo acdo
das enzimas PG gue promove a hidrdlise acidos galacturénicos.

A adicdo de Ca?* a 0,01% provoca uma pequena reducdo do contetido de
ACL no tempo inicial, quando comparado como controle, mas o incremento do
conteudo de ACL é mais acentuado no intervalo de 12 a 24 horas, sugerindo que
essa concentracao tenha estimulado a degradacéo da pectina. Thibault et al.,
(1991) e Canteri et al., (2012) afirmaram que pode ocorrer degradacao da pectina

por B-eliminacéo, reacdo que pode ocorrer quando ha aumento da concentracao
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de alcali e da temperatura ou na presenca de ions tais como o Ca2*que néo
estejam na concentragéo adequada.

O tratamento com Ca?* a 1% promoveu uma reducdo acentuada de ACL
no tempo inicial, quando comparado com o controle, permanecendo valores
baixos no intervalo de 12 horas, podendo ser atribuido ao efeito da ligacdo dos
fons Ca?* com os grupamentos carboxilicos livres da pectina. No entanto, apés 24
horas de manutencao do material em temperatura ambiente ocorreu aumento dos
valores de ACL, indicando a ocorréncia de hidrodlise da pectina, mas os valores

permaneceram muito inferiores aqueles obtidos do tratamento controle (Tabela 3).

Tabela 4. Contetdo de Acidos Carboxilicos Livres (%) da pectina extraida de
albedo do maracuja homogeneizado e tratado com diferentes concentracbes de
Ca?" e mantido em temperatura ambiente.

Concentracdes! Intervalos de tempos (horas)
0 o 12 o 24 o
0% 14,36aB 0,25 13.92aB 0,61 16.93bA 0,13
0,01% 12,45bC 1,43 15.48aB 1,07 22.87aA 2,17
1% 5,32cB 0,62 6.4bB 1.15 11.56cA 0.72

1 Médias seguidas por letras minUsculas na vertical e mailusculas na horizontal,
nao diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Analisando os dados de acidos carboxilicos esterificados (ACE) para o
tratamento controle, mostrados na Tabela 5, nota-se que o conteldo permanece
mais alto e constante no intervalo de 12 horas, ocorrendo um incremento minimo,
apos 24 horas de manuten¢do do material em temperatura ambiente.

O tratamento com Ca?* promoveu uma reducédo drastica no contetido de
ACE, sendo o efeito mais acentuado na concentracdo de 1% Ca?. Além disso,
nota-se que o seu conteudo ndo alterou ao final de 24 horas de manutencéo do
material em temperatura ambiente. A reducao do conteado de ACE em funcéo do
tratamento com ions de Ca?* pode ser atribuida ao efeito de bloqueio da molécula

de pectina devido a formacgéo do pectato de célcio.
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Tabela 5. Contetido de Acidos Carboxilicos Esterificados (%) da pectina extraida
de albedo do maracuja homogeneizado e tratado com diferentes concentragcdes
de Ca?* e mantido em temperatura ambiente.

ConcentragOes? Intervalos de tempos (horas)
0 o 12 o 24 o
0% 11,03aB 0,28 10,97aB 0,47 13,36aA 0,27
0,01% 4,01bA 0,43 2,34bB 0,14 4,12bA 0,21
1% 0,94cA 0,06 1,20cA 0,11 1.13cA 0.13

1 Médias seguidas por letras minusculas na vertical e maiusculas na horizontal
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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CONCLUSOES

A concentracdo de Ca?* de 0,01% na solucdo de suspensdo do albedo
homogeneizado do maracuja influenciou, significativamente, reduzindo a atividade
da enzima PG. Analisando os dados ACL, a concentracédo de 0,01% estimulou a
degradacdo da pectina no intervalo de 12 e 24 horas. Ja a concentracédo de 1%
inibiu drasticamente a atividade da enzima PG e, ainda, promoveu uma reducao
acentuada de ACL no tempo inicial e permanecendo valores baixos no intervalo
de 12 horas, demonstrando ser mais eficaz a concentracédo de 1% de Caz*

O tratamento térmico (90°C por 4 horas) diretamente no albedo
homogeneizado mantido em suspensao reduziu a atividade enzimatica de PG, em
50%. Ja a inativacdo em extrato bruto obteve-se sucesso, com inativacdo da
enzima apos incubacdo nas temperaturas de 65, 75 e 85°C por 30, 20 e 10
minutos, respectivamente.

Com relacdo ao tratamento de mudanca do pH do albedo
homogeneizado, houve uma ligeira reducdo da atividade enzimatica da PG
quando se compara ao tratamento controle (pH 6 sem adicdo de tampao) do
tratamento em pH 6 (tampdo fosfato de sodio), sugerindo que 0S grupos

carboxilicos livres do acido galacturonico tenham sido parcialmente neutralizados
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por ions sodio, potassio, entre outros presentes no tampéao, diminuindo os sitios
para atuacdo da PG.

Para futuras pesquisas, é valida uma determinacdo minuciosa das
modificacdes dos componentes celulares do albedo tratado com Ca2*, como por
exemplo, determinacdo do Ca?* ligado, conteudo de acidos urbnicos e outras
analises que possam comprovar o beneficio de se tratar o albedo, para obtencéo
de uma pectina de qualidade reologica elevada, favorecendo a relacdo
custo/beneficio no balanco final para obtencdo de uma farinha de maracuja
padronizada que visa assegurar aos consumidores um produto de melhor

qualidade.
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