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RESUMO

A industria de processamento de suco de frutas teve um desenvolvimento espantoso ao longo
dos altimos 100 anos e invariavelmente enzimas participaram deste fenémeno, podendo ser
utilizadas na maceracdo, na extracédo e na clarificagdo. O objetivo deste trabalho foi verificar o
impacto da aplicacdo de preparagdes enziméaticas (Ultrazym® AFP L, Pectinex® Ultra Clear,
Pectinex® SMASH XXL, Panzym® YieldMASH) comerciais para auxiliar a etapa de
maceracdo visando aumentar a producdo no processamento de suco de macd sobre as
caracteristicas fisico e quimicas dos produtos. O suco, obtido por maceracdo com adigdo de
enzimas na polpa, foi extraido por forca centrifuga das cultivares Fuji Suprema e Lis Gala.
Esse processamento associado ao uso de técnicas estatisticas multivariadas (PCA e HCA)
permitiu verificar a acdo das preparacGes enzimaticas nos parametros de fisico e quimicos
avaliados (rendimento, viscosidade, pH, agucares, &cido D-galacturdnico, acidez total,
turbidez, cor, perfil de compostos fenolicos, compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante). O uso das técnicas estatisticas multivariadas permitiu explorar e classificar de
maneira a concluir a semelhanca ou a diferenca entre os produtos obtidos com ou sem as
preparacBes enzimaticas. As frutas processadas em estadio de pré-maturacdo da cultivar Lis
Gala ndo apresentaram mudancas nos parametros fisicos e quimicos analisados. O uso da
preparacdo Pectinex® SMASH XXL ndo ocasionou mudancas na maioria dos sucos em
relagdo aos controles (sem enzimas). As outras preparacdes testadas (Pectinex® Ultra Clear,
Ultrazym® AFPL, Panzym® Yield(MASH) causaram alteragdes nesses parametros para todos
o0s estadios de maturacdo da cultivar Fuji Suprema e para os estadios maduro e senescente da
cultivar Lis Gala. O interesse nos compostos fenolicos estd vinculado a sua capacidade
antioxidante, a qual contribui para a protecdo dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo na
salde humana. De acordo com o PCA e HCA, as quatro prepara¢des enzimaticas utilizadas
foram efetivas nos estadios verde e maduro da cultivar Lis Gala para aumentar a extracdo dos
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante (FRAP). Para a Fuji Suprema todas as
enzimas foram efetivas no estadio de pré-maturacdo, enquanto para o estadio maduro apenas
Pectinex® Ultra Clear e Panzym® YieldMASH foram capazes de aumentar a concentracio de
fendlicos e atividade antioxidante. No estddio senescente dos frutos ndo foi observada
alteracdo com a aplicacdo das preparacdes enzimaticas, devido ao fato da presenca das
enzimas enddgenas, que podem minimizar ou inibir a acdo da preparacdo adicionada. Com 0s
resultados encontrados destaca-se a importancia de se conhecer o estaddio de maturacdo e a
cultivar selecionada no processamento de suco para a selecdo adequada da preparacédo
enzimatica, visando atender a eficiéncia do processo e as caracteristicas do produto final.

Palavras-chaves: estadio de maturacdo, pectinases comerciais, andlise multivariada,
compostos fenolicos, capacidade antioxidante



ABSTRACT

Industrial processing of fruit juices had an amazing development over the past 100 years and
invariably enzymes participated in this phenomenon, they can be used in the maceration,
extraction and clarification. The aim of this study was to verify the impact of the application
of commercial enzymatic preparations (Ultrazym® AFP L, Pectinex® Ultra Clear, Pectinex®
SMASH XXL, Panzym® YieldMASH) in the apple juice processing on the physical and
chemical characteristics of the products. The juice obtained by enzymatic maceration of the
pulp and extracted by centrifuge force associate to the use of multivariate statistical
techniques (PCA and HCA) showed the action of the enzymatic preparations in the
parameters evaluate (yield, viscosity, pH, sugars, D-galacturonic acid, total acidity, color,
individual phenolic compounds, total phenolic compounds and antioxidant capacity). The use
of multivariate statistical techniques allowed exploring and classifying of way to conclude
that the juices obtained with or without the enzymatic preparations showed similarity or
difference between them. The fruits processed in unripe stage of Lis Gala variety did not
showed changes in physical and chemicals parameters evaluated. As well as, the use of
Pectinex® SMASH XXL did not cause changes in most juices in relation to controls (without
enzymes). The other tested preparations (Pectinex® Ultra Clear, Ultrazym® AFPL, Panzym®
YieldMASH) caused changes in these parameters for all ripening stages of Fuji Suprema
variety and ripe and senescent stages of Lis Gala variety. Currently the interest in phenolic
compounds is attached in theirs antioxidant capacity, which contributes to the protection from
the harmful effects of oxidative stress on human health. According to the PCA and HCA the
four enzymatic preparations used were effective in the unripe and ripe stage for Lis Gala
variety to increase the phenolic compounds and the antioxidant capacity (FRAP). For Fuji
Suprema all enzymes were effective at the unripe stage, while for ripe stage only Pectinex®
Ultra Clear and Panzym® YieldMASH were able to increase the phenolic and antioxidant
properties. In senescent stage of fruits were not observed change with the application of the
enzymatic preparations, due to the fact of presence of endogenous enzymes that may
minimize or inhibit the action of preparation added. Based on the results found, highlights that
it is necessary to know the ripening stage and the variety selected in the juice processing to
proper selection of the enzymatic preparation to attend the efficiency of process and the
characteristics of the final product

Keywords: ripening stages, commercial pectinases, multivariate techniques, phenolic
compounds, antioxidant activity



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO I

Figura 1 — Modo de acdo enzimatica das pectinases em uma molécula de pectina................. 20
CAPITULO I

Figura 1 — Classificacdo dos frutos de acordo com teste de Lugol .........ccceevveveveeieciciiennne 29

Figura 2 — Grafico de dispersdo simples entre PC1 vs. PC2 das variaveis entre as amostras
08 SUCO T8 MAGA. ...ttt bbb bbbt ettt b et e e 40
Figura 3 — Dendrograma das amostras de sucos obtidas pela analise hierarquica de
10| (U] 0F= U0 =] 1 (o TSRO PRRPR 41
CAPITULO III

Figure 1 — A scatter plot PC1 vs. PC2 on the main sources of variability between the apple
JUICES SAMPIES... ¢ttt ettt b et e et b e be st s be et e e nbeeneesbeebeeneenres 58

Figure 2 — Dendrogram for juices samples obtained from the hierarchical cluster analysis. ..59



LISTA DE TABELAS

CAPITULO II

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas da Lis Gala e Fuji Suprema em diferentes estadios de

LA LT U0t o J PRSPPSO 29
Tabela 2 — Parametros fisicos e quimicos dos sucos controles e por extracdo enzimatica da
cultivar Fuji Suprema em diferentes estadios de Maturagao. .........c.ccevvevveveerereresnseseeeeeenns 37
Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos dos sucos controles e por extragdo enzimatica da
cultivar Lis Gala em diferentes estadios de Maturagao. ...........ccocerevrerereiineneneeee e 38
Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos dos SUCOS de MAGAS. ..........cceeveerreeieseeriecee s, 42
CAPITULO III

Table 1 — Physical characteristics of Lis Gala and Fuji Suprema in different ripening

] £2 10 LT OO T R TPRPPRPPPPRPRPPIN 50
Table 2 — Effect of enzymatic treatment on the principals phenolic compounds, total
phenols and antioxidant capacity (FRAP) in apple juice processing with fruit of three
different ripening Of FUji SUPIremMa VAriety. .......cccviiiiieiene e 56
Table 3 — Effect of Enzymatic treatment on the principals phenolic compounds, total
phenols and antioxidant capacity (FRAP) in apple juice processing with fruit of three
different ripening of LiS Gala VAriety. .......c.cccooieiiiie i 57
Table 4 — Principals compounds phenols, total phenols and antioxidant capacity of apple

[0 o2 60



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

FAO Food and Agriculture Organization
PCA Principal Components Analysis
HCA Hierarchical Cluster Analysis

NTU Unidade de Turbidez Nefelométricas
L* Luminosidade

a* Vermelho-verde

b* Amarelo-azul

C* Chroma

h* Hue angle

SST Sélidos Soluveis Totais

ATT Acidez Total Titulavel

D-Gal Acido D-galacturénico

n Rendimento

SAC Sacarose

GLU D-Glucose

FRU D-Frutose

SORB D-Sorbitol

DPA Desvio Padrdo Agrupado

UEPG Universidade Estadual de Ponta Grossa
EPAGRI Estacdo Experimental de Agricultura e Extensdo Rural de Santa Catarina
TPC Total phenolic contente

FRAP Ferric Reducing/Antioxidant Power
CHL Cholorogenic acid

PHL Phloridzin

PB1 Procyanindin B1

PB2 Procyanindin B2

QGA Quercetin-3-0O-galactoside

QGL Quercetin-3-O-glucoside

QRH Quercetin-3-O-rhamnoside



SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt as st 14
1 CAPTTULO Lottt 16
(R @ 1= = 1 1Y/ @ 1 OO 16
1.1.1 OBIETIVO GERAL .....oviviieeeeeeeeseeeeteseoeeen et sen s 16
1.1.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....oooeeeeeeseeeeeeeeeeeeeees st 16
1.2 REVISAO DE LITERATURA ......coootieieeeeeeee ettt neesees st 17
1.2 IMAGA oottt 17
1.2.2 TECNOLOGIA ENZIMATICA APLICADA AO PROCESSAMENTO DE SUCOS18
1.2.3 PECTINASES......oviieteteeeeteeeestseee s sess s ses s s sttt s snasn s assesenssnssnsn s sanenes 20
1.2.4  ANALISE MULTIVARIADA ......ooioeeeteeeeeeeeeeeeeeees s es s 21
REFERENCIAS. ......ooovetieeteeeee et ses st sas sttt nas st an st nas st en st nsansnsas 23

2 CAPITULO II: IMPACTO DA APLICACAO DE ENZIMAS
PECTINOLITICAS COMERCIAIS NO PROCESSAMENTO DE SUCO DE
MACA EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO: UMA

APLICAGAO QUIMIOMETRICA. ..ot 26
21 INTRODUGAO. ..ottt see ettt ss st es sttt 28
22 MATERIAL E METODOS .....ooiiiiiiieieieiesiesiseise ettt ssssssessenes 29
2.2.1  AMOSEAS U8 IMACAS.......ecueeiieii ettt ettt e st este e e s seesaeenaesneenneenee e 29
2.2.2  PadrOES € BNZIMAS......cuiiieeiieeieiiesteeeeeteeste e e esee st e e aseesteeteeseesseesbeaseeaseesseeneesreenseeneens 30
2.2.3 Processamento de suco de macd por maceragdo enzimatiCa ..........ccceceeererereneeeeennen, 30
2.2.4  RENAIMENTO .....oiiiiitiiticieie ettt s et e e nb et st et e beereeneenes 30
2.2.5 ViscoSidade, PH € BIiX ...ucciiieiie ettt 30
2.2.8  AGUCAIES. ....eteueeteitetee ettt ettt etk b ettt b et s bttt E R bRt b e Rt bRt n e bt eere e 31
2.2.7  ACido D-galaCtUurONICO. ........cvecveeiceeseieee ettt 31
2.2.8  TUMDIUBZ ...ttt sttt ne e neenes 32
2.2.9  MEAITA T8 CON ...ttt bbbt 32
2.2.10 Anaélises estatisticas e aplicagcao qUIMIOMEALIICA .........c.evverueeieiieeie e 32
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coosieiiesiieisesiirsiesssesesisses s sessssesssnessnessensans 33
2.4 CONCLUSAOD ..ottt 43

= = = 0] TR 43



3 CAPITULO IlI: ENZYMATIC MACERATION WITH DIFFERENT
COMMERCIAL PECTINASES IN APPLE JUICE PROCESSING:
INFLUENCE OF RIPENING STAGE ON MAJOR PHENOLIC

COMPOUNDS ... e e ab e e srb e e e anaeeennreas 47
3.1 INTRODUCGCTION ...ttt bee e e e e e anraeennneas 49
3.2  MATERIAL AND METHODS .....ccocooiiiiiiriiei et 50
3.2.1  APPIE SAMPIES....c.eieiicc e e re e 50
3.2.2  ChemicCals and BNZYIMES........ccoiiiiiiiiiie ettt enes 50
3.2.3 Apple juice processing by enzymatic Maceration..............ccoourereerierieneneneseseseeeenns 51
3.2.4 HPLC analysis of phenolic COMPOUNGS...........ccooieiiiiiiiiiie e 51
3.2.5 Total PRenolic CONENT ......c.oiiiiieiiee et 52
3.2.6  Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) ASSAY.......c.cccerivriiereeriesieeseeriesieseeneens 52
3.2.7 Statistical analysis and chemometric application ............ccccoovvriniiienene s 52
3.3  RESULTS AND DISCUSSION .....ccoiiiieiiiiiieicisiesiee e 53
3.3.1 The phenolic in different ripening Stage .........cccoveiieiiieiie e 53
3.3.2 Enzymatic maceration in the phenolic eXtraction.............ccccccceviieiesiesiese e 54
3.3.3  Enzymatic maceration in the antioxidant Capacity ............ccocuvvvrrerrereneneniseseseeeens 55
3.3.4 A ChemometriC aPPrOACK ......c.oviiiiiiceie e 58
3.4 CONCLUSION ..ottt sttt sttt re bt erennens 61
REFERENGES ... .ottt te ettt e et e st e e e snae e e ante e e anteeeanneas 62
4 CAPITTULO 4 ..ottt 66
CONSIDERAQ@ES FINAILS e e 67
REFERENCIAS. ..ottt 68
APENDICE L ..ottt 74

ANEXO L.t R Rttt r e 75



14

INTRODUCAO

O mercado consumidor de frutas in natura apresenta-se muito exigente em relacéo a
qualidade dos frutos, considerando como descarte aqueles com auséncia dos padrfes exigidos
pelos consumidores (tamanho, aspecto e forma), dentre os quais cerca de 70% estdo
adequados ao processamento industrial.

Os frutos destinados ao processamento podem apresentar diferentes estadios de
maturacdo, pois ndo ha uma classificacdo para identificar as frutas a serem destinadas ao
processo. Isto pode ocasionar perda de eficiéncia do processo, pelo motivo de néo se conhecer
0 estadio de maturacéao dos frutos.

A industria de processamento de suco de frutas teve um desenvolvimento espantoso ao
longo dos ultimos 100 anos e invariavelmente enzimas participaram deste fenébmeno, pois as
preparacBes ja existentes atendiam o0s propositos industriais e as novas conduziam a
modificagbes nas unidades industriais racionalizando os processos, melhorando a qualidade
dos produtos finais. A aplicacdo de enzimas em sucos pode ser usada em diferentes etapas de
processamento como na extragcdo, na maceracao e na clarificagéo.

A tecnologia enzimética, desenvolvida para o processamento de magd, visa aumentar o
rendimento do suco e diminuir a quantidade de residuo (bagaco). Neste processo a parede
celular € rompida pelo efeito de enzimas pectinoliticas, liberando os compostos sollveis,
como o acido D-galacturdnico e os agucares neutros, como a D-arabinose, a D-galactose, a L-
ramnose e a D-xilose, ligados as substancias pécticas. As desvantagens do processo com 0 uso
de enzimas na extracdo de suco de maca sdo a perda da qualidade sensorial, com tendéncia ao
escurecimento e ao aumento de custos. O produto, todavia, apresenta maior apelo nutricional
pelos altos teores de compostos sollveis e compostos fenolicos, além de fibras e flavondides.

Nos produtos de macd, como suco e sidra, os compostos fendlicos tém sido
considerados, interessantes devido a sua influéncia nas caracteristicas organolépticas, como
acidez e sabor adstringente, na formacdo de certo aromas e na clarificacdo de bebidas. O
interesse nos compostos fendlicos estd na sua capacidade antioxidante, o que contribui para a
protecdo dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo na saude humana.

O uso de celulases nas preparacdes enzimaticas ndo encontra suporte na legislagdo
europeia, especialmente na da Alemanha, maior consumidor mundial de suco de maca, pelo

motivo de que o suco pode ser fraudado pela adicdo de material celulésico como matéria-
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prima. Assim sendo, um mercado de potencial significativo como o europeu, incentiva a
pesquisa de novas preparacdes enzimaticas sem a adicdo de celulases.

Portanto os trabalhos visam o uso de pectinases comerciais sem atividade declarada de
celulases, de modo a verificar os parametros fisicos e quimicos dos sucos obtidos de frutos
processados em trés diferentes estadios de maturacdo (pré-maturacdo, maduro e senescente)

das cultivares Fuji Suprema e Lis Gala.
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1 CAPITULOI

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBIJETIVO GERAL

Verificar o impacto da aplicacdo de preparacdes enzimaticas (Ultrazym® AFP L,
Pectinex® Ultra Clear, Pectinex® SMASH XXL, Panzym® YieldMASH) comerciais no

processamento de suco de maca sobre as caracteristicas fisico e quimicas dos produtos.
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a acdo de diferentes preparagdes enzimaticas comerciais na producéo e na
qualidade de suco de maca processadas com matérias primas em trés diferentes estadios de
maturacdo (pré-maturacdo, maduro e senescente) provenientes de duas cultivares (Lis Gala e

Fuji Suprema).

Determinar o efeito das preparagcdes enziméticas sobre os compostos fenolicos

individuais por HPLC, os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante (FRAP).

Explorar e classificar por ferramentas quimiométricas a acdo das diferentes

preparacdes enzimaticas nos sucos obtidos.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 MACA

Os primeiros relatos da utilizacdo de maga (Malus domestica) para o consumo humano
constam de, pelo menos, 200 a.C., sendo que os principais locais originarios sdo de clima
temperado localizados na Asia menor, no Caucaso da Asia Central, na cordilheira do
Himalaia na india e no Paquistio assim como no oeste da China. As macés foram trazidas
para o Ocidente por mercadores que utilizavam a historica Rota da Seda nos tempos neoliticos
ou da pedra lascada (DENARDI; CAMILO, 1997; MABBERLEY; JARVIS; JUNIPER,
2001).

Fruto de clima temperado, comercializado de forma in natura tanto no cenério
internacional quanto no nacional, com uma atividade expressiva no Sul do Brasil
(WOSIACKI; NOGUEIRA; SILVA, 2000; RIZZON; BERNARDI; MIELE, 2005),
apresenta, de acordo com a Food and Agriculture Organization (2009), producdo nacional
aproximada de um milh&o de toneladas anuais.

O mercado consumidor é abastecido pelas macds consideradas comerciais,
beneficiadas e classificadas a fim de atender o comprador exigente. Sendo assim, resta aos
processadores a utilizacdo das macas desclassificadas para o comércio, denominadas
industriais, sem os padrdes exigidos pelo consumidor (tamanho, aspecto, forma). Cerca de
um terco das macas de descarte apresentam-se inadequadas ao processamento de sucos e
outros derivados; entretanto, para a macd destinada ao consumo in natura ou ao
processamento de produtos nobres, a qualidade deve ser similar com relacdo aos parametros
fisico-quimicos, microbiologicos e sensoriais (WOSIACKI; PHOLMAN; NOGUEIRA, 2004;
FERTONANI et al., 2006). Segundo Rizzon, Bernardi e Miele (2005) as melhores macds para
a producdo de sucos e derivados, apresentam elevados teores de agUcares e acidos, mas para
Wosiacki, Pholman e Nogueira (2004) a matéria-prima a ser disponibilizada ao setor
industrial compde-se praticamente de Gala e Fuji, cultivares que deixam a desejar com
relacdo aos teores de compostos fenolicos e acidez.

O suco de magi é o segundo mais consumido no mundo (HUBNER, 2001) com um
consumo de 1,6 milhdes de toneladas de concentrado ao ano.

De acordo com Northcote (1958) o suco estd contido no vacuolo de cada célula

parenquimatosa do tecido comestivel da maca. Para realizar a extracdo de suco, € necessaria



18

uma desorganizac¢do nos tecidos de maneira a obter uma mistura das paredes celulares e de
liquido. Para isso, existem diversas técnicas distintas desde o uso de prensas até o tratamento
enzimatico com enzimas pectinoliticas e celuloliticas.

Na industria, 0 método convencional utilizado para a extracdo de suco inicia-se pela
moagem em moinhos de facas e/ou de martelo (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010;
OLIVEIRA, 2006). Desse processo resulta o bagagco, muitas vezes destinado ao descarte, e 0
suco integral que pode ser clarificado por meio de enzimas pectinoliticas, quando ndo usadas
antes da etapa de prensagem. A operacdo de filtracdo com terras diatomaceas é realizada para
0 polimento do produto acabado (OLIVEIRA et al., 2006). Segundo Nogueira et al. (2005),
apos a prensagem também podem ser adicionadas enzimas pectinoliticas, com a finalidade de

auxiliar essa etapa.

1.2.2 TECNOLOGIA ENZIMATICA APLICADA AO PROCESSAMENTO DE SUCOS

Como principal subproduto da maca tem-se 0 bagaco (torta da extracdo obtida durante
a prensagem), com 20 a 40% da quantidade total de frutos processados. A quantidade gerada e
a composicdo estdo diretamente relacionadas a tecnologia empregada na extracdo do suco. O
bagago compreende as cascas e polpas (94,5 %), as sementes (4,4 %) e os centros (1,1 %).
Esse subproduto contém 80% de umidade, 11,6-44,5% de fibras compostas por 12,0-23,2 %
de celulose, 6,4-19,1 % de lignina, 3,5-18 % de pectina e 5,0-6,2 % de hemicelulose, aléem de
14 % de solidos sollveis, dentre os quais a maioria corresponde aos agucares glucose, frutose
e sacarose (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010). Com esta composicdo, 0 bagaco é altamente
susceptivel a deterioracdo por microrganismos e, portanto, a disposi¢do inadequada do
material pode acarretar problemas de forte impacto ambiental (NOGUEIRA et al., 2005).

A moderna gestdo agroindustrial preconiza uma tecnologia limpa com o
gerenciamento adequado dos residuos produzidos no meio agricola e no industrial. A
tecnologia limpa aplicada ao processamento de suco de macd pode visar a diminuicdo de
bagaco, ou seja, otimizar ao maximo a extracdo de suco de maca, com reducao nas perdas de
processo. A introducdo de preparacdes enzimaticas na extracdo de suco de maca visa
minimizar o descarte de residuos solidos na natureza (OLIVEIRA et al., 2006).

A tecnologia enzimatica na indudstria de processamento de suco pode ser aplicada em
diferentes etapas: na maceragédo (DEMIR et al., 2001; MIHALEYV et al., 2004), na extracio
(WILL; BAUCKHAGE; DIETRICH, 2000; OLIVEIRA et al., 2006) e na clarificacdo (SIN et
al., 2006; LIEW ABDULLAH et al., 2007; MARKOWSKI et al., 2009).
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A aplicacdo de enzimas pectinoliticas é vista com parciménia, pois, no que diz
respeito ao processo inicial de despectinizacdo de sucos para posterior clarificacdo e
polimento de sucos prontos para beber e de ndo concentrados. Mas com total apoio € visto a
necessidade de seu emprego no caso de concentragdo, etapa necessaria para a qual o mercado
industrial conta com um arsenal completo de preparacBes enziméaticas (HASSELBECK,
2008).

A utilizacdo da tecnologia limpa para a producdo de suco de macéd esta relacionada
fortemente a tecnologia de liquefacédo total da polpa, desenvolvida para o processamento de
macéd, com o0 objetivo de aumentar o rendimento do suco e diminuir a quantidade de bagaco.
Nesse processo, a parede celular é rompida pelo efeito sinérgico de pectinases e celulases
(WILL; BAUCKHAGE; DIETRICH, 2000; WILL et al., 2003), sendo liberados os
compostos sollveis, como o acido D-galacturénico, os agUcares neutros D -arabinose, D -
galactose, L-ramnose e D -xilose, ligados as substancias pécticas e a D -glucose, as celuloses
(WILL et al., 2003; GRASSIN, FAUQUEMBERGUE, 1996; ACAR, 1999).

Para Will, Bauckhage e Dietrich (2000) e Jaroslaw et al. (2009) as desvantagens do
processo enzimatico no suco sdo a perda da qualidade sensorial, a tendéncia ao
escurecimento, 0 aumento de custos e as restri¢des legais. O produto, todavia, apresenta maior
apelo nutricional em funcdo dos altos teores de compostos sollveis e polifendis, além de
fibras despolimerisadas e flavondides.

Entre os principais compostos bioativos encontrados nos frutos e em sucos de macas
podem ser citados os compostos fendlicos. A aplicacdo de enzimas pectinoliticas no
processamento de sucos tem sido relatada por diversos autores como capacidade simultanea
no efeito sobre os compostos fendlicos e atividade antioxidante, com aumento consequente da
extracao desses componentes (WILL et al., 2002; OSZMIANSKI et al., 2009; OSZMIANSKI
etal., 2011).

A estrutura da parede celular esta intrinsecamente ligada as interacdes das regides das
ramnogalacturonanas e da homogalacturonana, constituintes da pectina. De acordo com Da
Silva, Franco e Gomes (1997), para a degradacdo dos principais polimeros constituintes da

parede das células vegetais é necessaria a participacdo de diferentes enzimas especificas.
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1.2.3 PECTINASES

As pectinases sdo classificadas de acordo com o seu modo de acdo, substrato
preferencial e reagdo catalisada. Existem basicamente trés tipos de pectinases: [1]
pectinaliases (ou transeliminases); as [2] poligalacturonases e as [3] pectinaesterases (DIANO
et al., 2008).

A pectinaliase (EC 4.2.2.10) rompe as ligac6es glicosidicas entre os residuos de acidos
D-galacturdnicos por um mecanismo de trans-eliminacdo de hidrogénio dos carbonos das
posi¢cdes C4 e Cs do acido D -galacturénico (Figura 1), produzindo um produto insaturado de
4.5 — acido galacturénico (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; BUSTO et al., 2006).

A poligalacturonase (EC 3.2.1.15) catalisa a clivagem hidrolitica da cadeia do acido
poligalacturdnico com a introdugdo da molécula de agua por meio das pontes de hidrogénio
(Figura 1) (ALKORTA et al., 1998, DIANO et al., 2008).

A pectinesterase (EC 3.1.1.11) responsavel pela de-esterificacdo da pectina (Figura 1),
produz um polissacarideo que pode ser subsequentemente hidrolisado pela poligalacturonase
(KAYSHAP et al., 2001; UENOJO; PASTORE, 2007).

?
—OCH3
Pectlnametll
C—Oﬂh

este rase

Pectinaliase : Poligalacturonase

Figura 1 - Modo de acdo enzimatica das pectinases em uma molécula de pectina (DIANO et al., 2008)

Como resultado destas atividades enzimaticas especificas, € possivel encontrar
preparaces comerciais constituidas pela mistura destas enzimas (pool). Essas preparacdes séo
amplamente utilizadas na industria de alimentos para melhorar as condi¢fes de processo para
0 processamento de suco de frutas.
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1.2.4 ANALISE MULTIVARIADA

1.2.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A Anélise de Componentes Principais (PCA) é um método estatistico no qual cada
componente principal (fator) apresenta uma combinacdo linear com as varidveis originais,
sendo uma das técnicas mais empregadas para analisar um conjunto de dados contendo muitas
variaveis. Uma das principais razdes para o sucesso da PCA é o fato de que oferece, em geral,
representacOes graficas de baixa dimensdo, com razoavel precisdo, com a variabilidade dos
dados durante a reducdo de um grande numero de variaveis, para algumas componentes
independentes (DA SILVA et al., 2005; VALLADARES et al., 2009).

Considera-se p o conjunto de varidveis observadas sobre g elementos, formando um
conjunto de dados X (p x q), através da diagonalizacdo da matriz de covariancia XX (forma
alternativa de observar a informac&o), onde X; é a transposta da matriz dos dados originais X.
Os elementos dos autovetores, chamados de “loadings” (pesos) na terminologia PCA,
representam 0s cossenos diretores, ou seja, a contribuicdo com que cada um dos eixos
originais entra na composi¢do dos novos eixos, chamados de componentes principais. Os
autovalores, denominado “scores”, representam a quantidade de variancia original descrita
pelos respectivos autovetores. Entdo, os componentes principais obtidos serdo combinag6es
lineares das p variaveis, de forma tal que o primeiro componente principal PCltenha variancia
méaxima. Assim, o primeiro componente principal (PC1) é uma combinacéo linear de X que
configura as variaveis na direcdo de maior dispersao, ou seja, na direcdo da maior parte da
varia¢do nos pontos observados. O segundo componente principal (PC2) é outra combinagao
linear de X e representa o segundo eixo com maior variancia, sendo ortogonal a PC2, isto €, 0
eixo com maxima quantidade de variancia ndo explicada pelo primeiro autovetor e assim por
diante. Isto equivale a dizer que os componentes principais ndo sao autocorrelacionados (DA
SILVA et al., 2005; SOUZA JUNIOR; GASPARINI, 2006).

1.2.4.2 Analise hierarquica de agrupamentos (HCA)

A andlise hierdrquica de agrupamentos é (HCA) utilizada para reconhecer padrdes
(similaridades) de amostras a partir de um conjunto de dados obtidos, ou seja, de acordo com
as variaveis escolhidas esta técnica agrupa as amostras entre si. A distancia entre os pontos

(amostras ou variaveis) reflete a similaridade de suas propriedades; portanto, quanto mais
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proximos estiverem os pontos no espago amostral, maior a similaridade entre as amostras. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de dendrogramas (PANERO et al., 2009;
SANTANA; BARRONCAS, 2007).

Existem diversas maneiras de arranjar agrupamento no espago n-dimensional. A
maneira matematicamente mais simples consiste em agrupar 0s pares de pontos mais
proximos, usando a distancia euclidiana, substituindo-os por um novo ponto localizado na
metade da distancia entre eles. Este procedimento, quando repetido até que todos os pontos
sejam agrupados em um s6 ponto, leva a construcao do dendrograma, onde, no eixo horizontal
sdo colocadas as amostras e, no eixo vertical, o indice de similaridade, s;;, entre os pontosi e j,

calculado segundo a seguinte expressao:

Nessa, djj corresponde a distancia entre os pontos i € j e dmax, & distancia maxima entre
qualquer par de pontos. Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que representam
a similaridade entre pares de amostra (ou grupo de amostras) numa escala que vai de um
(identidade) a zero (nenhuma similaridade) (MOITA NETO, MOITA, 1998). Os
dendrogramas sdo construidos diretamente pelos programas estatisticos, que fazem
classificacdo dos dados através de agrupamento hierarquico (Hierarchical Analysis ou Cluster

Analysis).
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CAPITULO II: IMPACTO DA APLICACAO DE ENZIMAS PECTINOLITICAS
COMERCIAIS NO PROCESSAMENTO DE SUCO DE MACA EM DIFERENTES
ESTADIOS DE MATURACAO: UMA APLICACAO QUIMIOMETRICA.
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IMPACTO DA APLICACAO DE ENZIMAS PECTINOLITICAS COMERCIAIS NO
PROCESSAMENTO DE SUCO DE MAGCA EM DIFERENTES ESTADIOS DE
MATURACAO: UMA APLICACAO QUIMIOMETRICA

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi verificar o efeito da aplicacdo de diferentes preparacdes
pectinoliticas comerciais na producdo de suco de maca das cv. Lis Gala e cv. Fuji Suprema
em trés diferentes estadios de maturacdo (pré-maturacdo, maduro e senescente). Uma
abordagem quimiométrica foi usada para explorar as modificagdes nos parametros quimicos e
fisicos dos sucos. O suco foi obtido por maceracdo enzimatica na polpa e extraido por forca
centrifuga. O uso de técnicas estatisticas multivariadas permitiu verificar a acdo das
preparacOes enzimaticas sobre os parametros quimicos e fisicos. As frutas processadas em
estadio de pré-maturacdo (cultivar Lis Gala) ndo apresentaram mudancas nos parametros
analisados para nenhuma das enzimas utilizadas. A preparacdo Pectinex® SMASH XXL foi a
Unica preparagdo aplicada em amostras em todos os estadios de maturacdo com resultados
similares em relacdo aos controles. Pectinex® Ultra Clear, Ultrazym® AFPL e Panzym®
YieldMASH causaram mudancas nos pardmetros para todos os estadios de maturacdo da
cultivar Fuji Suprema e para os estadios maduro e senescente da cultivar Lis Gala formando
um grupo com o0s maiores valores de rendimento, viscosidade, D-glucose, acidez total
titulavel e &cido D-galacturbnico. Por meio dos resultados encontrados, destaca-se que €
preciso conhecer o estadio de maturacdo e a cultivar selecionada no processamento de suco
para a selecdo adequada da preparacdo enzimatica para atender a eficiéncia do processo.

Palavras-chaves: estadio de maturacdo, pectinases, extracdo por forca centrifuga, analise
multivariada
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2.1 INTRODUCAO

A industria de processamento de suco de frutas teve um desenvolvimento incrivel ao
longo dos ultimos 100 anos e invariavelmente enzimas participaram deste fenébmeno, pois as
preparacGes existentes atendiam os propositos industriais ou as novas conduziam a
modificacGes nas unidades industriais racionalizando os processos, melhorando a qualidade
dos produtos finais. A aplicacdo de enzimas na extracdo de sucos de frutas pode ser usada em
diferentes etapas de processamento. Entre elas podem ser citadas a maceracdo (DEMIR et al.,
2001; MIHALEYV et al., 2004), a extracdo (WILL et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006;
RIBEIRO et al.; 2010) e a clarificacdo (SIN et al., 2006; LIEW ABDULLAH et al., 2007;
MARKOWSKI et al., 2009).

A aplicacdo da tecnologia enzimética na producao de suco de macas leva a degradacao
da pectina e diminuicdo da viscosidade do suco em consequéncia do aumento no rendimento
do suco e reducdo do volume de bagaco (OSZMIANSKI et al., 2009). O controle de
qualidade de sucos de maca obtidos por processo enzimatico vai constatar um aumento nos
niveis de solidos soluveis totais, causado pela despolimerizacao dos polissacarideos da parede
celular (WILL et al., 2000; WILL et al., 2002).

De maneira a explorar todas as variaveis do indice de qualidade técnicas multivariadas
tem sido utilizadas para garantir a autenticidade e qualidade de sucos (VARDIN et al., 2008),
para classificacdo da matéria-prima (BELTON et al., 1998; VIEIRA et al., 2011), tipo de
processamento (BLANCO-GOMIS et al., 1998, ROCHA et al., 2013) e propriedades
sensoriais (BLEIBAUM, et al., 2002), entre outras aplicacbes. O objetivo da andlise de
componentes principais (PCA) € reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados originais,
preservando o maximo de informacéo (variancia) possivel. Esta reducéo é conseguida atraves
da criagdo de novas varidveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais (PCs).
A fim de compreender a PCA, a andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) visa definir as
amostras em classes com base na similaridade dos participantes da mesma classe e as
diferencas entre os membros de diferentes classes (SHAW, 2003; CORREIA e FERREIRA,
2007).

Esta pesquisa teve como objetivo caracterizar o impacto da aplicacdo das preparac¢des
enziméticas na qualidade do suco de mac¢d de duas cultivares diferentes (Lis Gala e Fuji
Suprema) em trés diferentes estadios de maturacdo (pré-maturacdo, maduro e senescente) por

meio de uma abordagem quimiométrica.
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2.2.1 Amostras de Macas
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Macds das cultivares Fuji Suprema e Lis Gala foram coletadas na Estagédo

Experimental de Santa Catarina (EPAGRI-SC), em trés diferentes estadios de maturacéo (pré-

maturacdo, maduro e senescente). Vinte quilos (20 kg) de cada estadio foram colhidos, sendo

as frutas coletadas de seis arvores dentro da plantacdo, em quatro pontos cardeais em cima e

embaixo das arvores para homogeneizar o lote.

Teste de Lugol foi usado para estimar o indice de maturacdo (REID et al., 1982)

(Figura 1) (ANEXO 1). As frutas nos diferentes estadios de maturacdo foram pesadas (60

unidades por cultivar e por estadio) e medidas com um paquimetro digital (Insize, Waregem,

Bélgica) em relacdo a altura e ao diametro (Tabela 1).

1,0

Verde

Maduro

Figura 1 - Classificacéo dos frutos de acordo com teste de Lugol

Senescente

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas da Lis Gala e Fuji Suprema em diferentes estadios de maturacdo de 60

unidades.

Cultivar Estadio indice de Maturag&o Massa (g) Altura (mm) Didmetro (mm)

Pré-maturacéo 1.0 172.11 £41.98 7498 £6.92 63.07 £ 6.47

Fuji Suprema Maduro 3.0-35 183.53£57.66 76.84 +8.59 63.82 £8.11

Senescente >45 17493 +44.37 76.13+7.14 63.82 +7.28

Pré-maturacao 1.0 109.63 +£21.76  59.66 + 3.97 55.77 £ 6.18

Lis Gala Maduro 3.5 146.30 £ 30.98 67.84 +£4.83 63.37 £5.90

Senescente >45 165.19£20.62 71.18 +4.69 65.56 +5.56
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2.2.2 Padrdes e enzimas

Sacarose, D-glucose, D-sorbitol, acido D-galacturdnico, &cido orto-fosforico foram
todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O agucar D-frutose foi adquirido
da Merck (Darmstadt, Alemanha). As preparacdes pectinoliticas comerciais: Ultrazym® AFP
L; Pectinex® Ultra Clear; Pectinex® SMASH XXL foram cedidas pela LNF de Bento
Gongalves representante da Novozymes na América Latina e a Panzym® YieldMASH foi

doada pela Begerow da Alemanha.

2.2.3 Processamento de suco de mac¢a por maceragdo enzimatica

As macas foram selecionadas, lavadas, sanitizadas (100 mg L™ de hipoclorito de sédio
por 15 min), enxaguadas e fragmentadas (moidas) em liquidificador industrial LAR2
(Metvisa, Brusque, SC, Brasil). A polpa de macd (100 g) foi colocada em cada frasco
erlenmeyer de 250 mL de capacidade e acondicionada a 35 °C em agitador tipo shaker
MA®832 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) sob agitacdo (150 rpm). Depois da temperatura de
estabilizacdo (35 °C, 10 min), as preparacdes enzimaticas foram adicionadas conforme a
recomendacéo do fabricante (APENDICE 1) e a reacdo foi conduzida durante o periodo de
uma (1) hora a 35 °C. Depois deste tempo, os erlenmeyers com a polpa foram colocados em
banho de agua fervente (dois minutos) para desnaturacdo das enzimas e o suco foi obtido por
centrifugagdo (8000 x g, 20 min) com o uso de uma centrifuga laboratorial HIMAC CR-GlII
(Hitachi, Hitachi, Ibaraki, Japdo). Os sucos foram estocados a — 20 °C até 0 momento das

analises.
2.2.4 Rendimento

O rendimento gravimétrico dos sucos foi determinado considerando a razdo da massa
de suco obtido a partir de uma massa conhecida de matéria prima, sendo expresso em
porcentagem (%).

2.2.5 Viscosidade, pH e Brix

Os indicadores medidos por intermédio de instrumentos cientificos foram a

viscosidade, propriedade intensiva, medida com viscosimetro capilar de Ostwald Cannon-
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Fenske modelo 100 (Vidrolabor, Sdo Paulo, Brasil) em banho-maria com temperatura
controlada de 20,0 + 1,0 °C; os valores do pH, com pHmetro TEC-3MP (Tecnal, Piracicaba,
Brasil) e o teor de solidos soliveis expresso em °Brix, com refratbmetro de bancada 2AWJ

(Biobrix, Ribeirdo Preto, Brasil).
2.2.6 Acucares

Para a determinacdo do teor de agUcares, foi utilizado o método descrito por Chinnici
et al. (2005) com modificagdes. As amostras foram diluidas 1:10 (v/v) com agua Ultra-Pura
(Milli-Q) e filtradas em filtro seringa (0,22 pm) que por sua vez foram analisadas em um
sistema cromatografico (HPLC) Waters 2695 (Milford, MA, EUA) composto de uma bomba
quartenéria, degaseificador, auto injetor e equipado com coluna Waters Sugar Pak™ 1 (300 x
6.5 i.d.) e com detector de indice de refracdo Waters Rl 2414 (Milford, MA, EUA). O volume
de injecdo foi de 10 pL a um fluxo de 0,5 mL min™ em condicéo isocratica com &gua Ultra-
Pura com acetato de calcio (0,01 uM) como fase mével. A temperatura da coluna foi mantida
a 80 °C e o detector a 50 °C. Para a identificacdo dos analitos nas amostras, foram utilizados
como referencial interno os tempos de retencdo de cada padrdo puro. A quantificacdo foi

calculada por curvas de calibracdo da sacarose, D-glucose, D-frutose e D -sorbitol.
2.2.7 Acido D-galacturénico

As amostras foram diluidas (1:10) em &cido orto-fosforico (0,1%) e filtradas em filtro
de seringa (0,22 um) antes da analise, tendo sido usado um sistema cromatografico (HPLC)
Waters 2695 (Milford, MA, EUA) composto de uma bomba quartenaria, degaseificador, auto
injetor e equipado com uma coluna Shodex KC 811 (300 x 8 mm i.d.) e com um detector de
foto diodo Waters PDA 2998 (Milford, MA, USA). A temperatura da coluna foi de 40 °C. A
fase movel usada consistiu de &cido orto-fosférico (0,1% v/v) usando um procedimento de
eluicdo isocratica com um fluxo de 1,0 mL min™. Para identificacdo dos analitos nas amostras
foi utilizado o tempo de retencdo do padrdo puro e a deteccdo foi a 210 nm. Para a

quantificacéo foi respeitada uma curva de calibragdo do acido D-galacturénico.
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2.2.8 Turbidez

A turbidez dos sucos foi medida nefelometricamente usando um turbidimetro TB-1000
(Tecnopon, Piracicaba, Brasil) com uma cubeta cilindrica de 5 cm, expressa em unidades
nefelométricas de turbidez (NTU).

2.2.9 Medida de cor

As propriedades da cor (L*, a*, b*) das amostras de sucos foram determinadas usando
um colorimetro Ultra Scan PRO Hunter Lab (Reston, VA, USA). As amostras foram
colocadas em uma células de 1 cm® e os valores de L*, a* e b* foram determinados usando
[luminant D65 com angulo de observacdo de 10°. O parametro Chroma (C*) foi calculado
por: C* = (a*? + b*?)2. O parametro Hue angle (h*) foi calculado por: h* = tan™* (b*/a*) +
180° quando a* < 0 e h* = tan* (b*/a*) quando a* > 0 (FUKUMOTO et al., 2002).

2.2.10 Anaélises estatisticas e aplicacdo quimiométrica

Os dados foram apresentados como médias + desvios padrGes agrupados (DPA). A
fim de comparar os resultados dentro de dois grupos de amostras (Cluster 1 e Cluster 2)
encontrados na analise hierarquica de agrupamentos (HCA), os dados foram inicialmente
submetidos ao teste de Shapiro-Wilks para verificar a normalidade da distribuicdo das
amostras, seguido pelo teste F para checar a homogeneidade de variancias (p > 0,05) e o teste
t-Student (distribuicdo normal dos resultados) ou teste U-Mann-Whitney (distribuicdo néo
normal dos dados). Niveis de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos. A analise
de Componentes Principais (PCA) e Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) foram
realizadas no software STATISTICA 7.1 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, USA).

A PCA foi aplicada para separar as amostras (n=30) de acordo com os valores das
variaveis de rendimento, viscosidade, pH, sélidos soluveis totais (SST), sacarose, D-glucose,
D-frutose, D-sorbitol, luminosidade (L*), a*, b*, Chroma (C*), Hue Angle (h*), acidez total
titulavel (ATT), acido D-galacturdnico (D-Gal) e turbidez (NTU). Para este fim, os resultados
obtidos para cada um dos pardmetros foram adaptados como colunas e as amostras de suco
como linhas. Eigen values superiores a 0,5 foram adotados para explicar a projecdo das

amostras no plano. O pré-processamento auto escalado foi utilizado para atribuir pesos iguais
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aos resultados. O proposito deste procedimento é normalizar a importancia estatistica de todas
as variaveis.

A HCA foi realizada nos dados autoescalados, com semelhancas das amostras foram
calculadas com base no quadrado da distancia euclidiana e 0 método de Ward foi usado para
estabelecer os clusters. O dendrograma impde uma hierarquia nesta semelhanca, de modo que
pode ter uma visdo bidimensional da semelhanga ou dissemelhanca de todo o conjunto de
amostras usadas no estudo (GRANATO et al., 2010).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 e 2 sdo apresentados para a cv. Fuji Suprema e cv. Lis Gala,
respectivamente, as caracteristicas de qualidade dos sucos processados com ou sem
preparacdo enzimatica em trés diferentes estadios de maturacdo (pré-maturacdo, maduro e
senescente).

Em todos os estadios de maturacdo e nas diferentes cultivares de macé o efeito do
tratamento com as preparagdes enzimaticas comerciais apresentou um aumento de
rendimento, alcangando um total de 44% com o uso da Pectinex® Ultra Clear no estadio de
maturacdo senescente da cultivar Fuji Suprema. Essas preparagdes mostraram-se eficientes no
rendimento em todos os estadios de maturacdo em ambas as cultivares, mesmo num estadio
mais drastico (pré-maturacao) para o processamento.

Os estadios de maturacdo das frutas influenciaram de maneira direta também a
eficiéncia do processo (centrifugacdo), pois com os frutos verdes apresentavam polpa mais
consistente, com liberacdo do suco mais dificil. A medida que os frutos amadureceram, houve
maior liberacdo, pelo motivo das células estarem mais expostas, permitindo a eficiéncia das
enzimas na parede celular dos frutos. De acordo com Le Bourvellec et al. (2005) para
producdo de suco de frutas é necessaria a quebra da parede celular priméria e a lamela média,
0 que permite a liberagdo do suco contido nas células e utilizagdo na producdo comercial. O
uso de enzimas pectinoliticas para 0 aumento na producdo de sucos € relatado por diversos
autores (WILL et al., 2000; OSZMIANSKI et al., 2009; MIESZCZAKOWSKA-FRAC et al.,
2012).

A aplicacdo das preparaces enziméticas ocasionou um aumento na viscosidade dos
sucos com matéria primas em todos os estddios de maturacdo. De acordo com Will et al.
(2000), com o tratamento enzimatico (curto tempo de reacdo) na extracdo de suco ocorre um

aumento na concentracdo de coloides nos sucos ocasionando um aumento na viscosidade.
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Esses coloides livres sdo principalmente oligo- e polissacarideos liberados pela influencia das
enzimas pectinoliticas na parede celular (WILL et al., 2000; WILL et al., 2002).

Observou-se que a aplicacdo de enzimas na extracdo de suco de maga proporciona um
aumento nos valores de °Brix (Tabela 1 e 2), em funcéo da depolimerizacdo dos materiais da
parede celular resultando em aumento das substancias responsaveis pelos acréscimos dos
teores de soélidos soltveis, como polissacarideos, oligossacarideos, monossacarideos e 0s
polifendis (WILL et al., 2000; WILL et al., 2003).

A aplicacdo das diferentes preparacdes enzimaticas ndo ocasionou aumento nos teores
de aclcares em nenhum dos estadios de maturacdo e em nenhuma das cultivares avaliadas
(Tabela 1 e 2). A principal modificagdo foi observada nos periodos de maturacdo em que
ocorreu uma evolucdo natural nos acglcares devido a transformacdo do amido em acUcares
soltiveis (DUQUE et al., 1999).

A maceracdo enzimatica em todos os estddios de maturagdo e nas duas cultivares
resultou em um aumento na acidez total (ATT) dos sucos de macas, assim como diminui¢ao
do pH (Tabela 1 e 2) com exce¢do para o uso da preparacéo Pectinex® SMASH XXL que ndo
resultou em modificacdo na ATT do produto. A preparacdo Pectinex® Ultra Clear foi a que
mais apresentou acidificacdo no meio seguida pela Panzym® YieldMASH e a Ultrazym®
AFPL, com aumento da acidez nos sistemas (Fuji Suprema e Lis Gala) em torno de 27-34%,
19-31% e 15-22%, respectivamente.

O emprego das pectinases promove maior contribuicdo no aumento da acidez na
extracao de suco, sendo possivel observar a maior liberacdo de acido D-galacturdnico para as
preparaces Pectinex® Ultra Clear e Panzym® YieldMASH confirmando para estas a maior
ATT encontrada. Para a cv. Fuji Suprema (Tabela 1) a maior liberacdo de &cido D-
galacturonico foi para os sucos provindos de frutos de matéria-prima madura, enquanto para a
cv. Lis Gala (Tabela 2) para os provindos de frutos senescentes. De acordo com Kashyapet al.
(2001) em frutas verdes, a pectina € recoberta a microfibrilas de celulose na parede celular.
Essa pectina € insolivel e, consequentemente, confere rigidez nas paredes celulares. No
entanto, durante o amadurecimento, a estrutura de pectina € modificada por enzimas que
ocorrem naturalmente nos frutos. Essas alteracGes implicam na ruptura da cadeia de pectina
ou de cadeias laterais ligadas as unidades que constituem a cadeia principal. Em ambos 0s
casos, 0 resultado € que a pectina torna-se mais sollvel, com menor aderéncia sobre as
paredes das células circundantes e o tecido da planta abranda.

A turbidez é principalmente causada por polissacarideos no suco, como a pectina
(LIEW ABDULLAH et al., 2007). Portanto, o uso de enzimas pectinoliticas (pectinases)
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ocasiona um decréscimo da turbidez do suco, proporcionado pelo resultado da degradagédo da
pectina (MIESZCZAKOWSKA-FRAC et al., 2012). A maior turbidez foi encontrada nos
sucos das duas cultivares para 0s sucos processados com frutos senescentes. Todas as
preparac@es utilizadas em todos os niveis de maturacdo dos frutos da cv. Fuji Suprema foram
eficientes acima de 65% no decréscimo da turbidez (Tabela 1), enquanto que para a cv. Lis
Gala acima de 60% (Tabela 2), com excecdo para a preparacdo Pectinex® SMASH XXL,
pouco eficiente nos sucos processados no estddio de maturacdo verde, mas resultou na
diminuicdo da turbidez total em 41% para o suco da Fuji Suprema e em 50% para a Lis Gala.

Por meio da turbidez, os sucos podem ser classificados como clarificados, visto que o
processo de centrifugacdo aplicado juntamente com as preparagdes comerciais auxilia no
decréscimo da turbidez do suco, visto que sucos turvos apresentam turbidez estabilizada em T
> 250 NTU (DIETRICH et al., 1996). Sucos turvos de magas produzidos por Mihalev et al.
(2004) da cultivar Brettacher e Oszmianski et al. (2009) da cultivar Shampion apresentaram
turbidez maior que 250 NTU.

As propriedades de cor, assim como a turbidez tratada anteriormente, sdo atributos
decisivos na aparéncia visual de sucos (GERARD; ROBERTS, 2004; LIM et al., 2010). O
valor L* apresenta a luminosidade dos sucos produzidos com a maceragdo enzimatica nos
diferentes estddios de maturacdo. De acordo com Liew Abdullah et al. (2007), indica
indiretamente o nivel de clarificagdo dos sucos de frutas. Nao foi possivel estabelecer qual
enzima foi mais efetiva no processo, pois todas as preparacdes utilizadas ndo seguiram a
tendéncia esperada no aumento do valor de L*. Isso pode ter sido influenciado pela matéria-
prima utilizada e o método de extracdo do suco que ndo proporcionou um produto limpido. Os
valores encontrados foram inferiores aos determinados por Oszmianski et al. (2009) e
Oszmianski et al. (2011). Segundo Mihalev et al. (2004), a cor muda com a oxidacdo do suco
e ndo com o tratamento enzimatico. No processamento executado neste trabalho, ndo foi
adicionado nenhum tipo de agente antioxidante para inibir este escurecimento. Os resultados
encontrados apresentaram-se para luminosidade (L*) inferiores aos determinados por Mihalev
et al. (2004) para sucos oxidados com valores em torno de 92.8.

Os valores de Chroma (C*) caracterizam as amostras com baixa intensidade de cor
(com valores médios de 2,71) e os valores de Hue angle (h*) caracterizam os sucos do
amarelo ao amarelo esverdeado para as ambas cultivares, nos diferentes estadios de
maturacdo. Deve-se ressaltar que a percepcao visual da cor é influenciada pela dispersdo da

luz nas particulas, percebida pela turbidez do suco. Wu e Sun (2013) relatam que as
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propriedades de cor em sucos estdo relacionadas a percepcdo de sabor, principalmente dogura

e outras caracteristicas de qualidade.
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Tabela 2 — Pardmetros fisicos e quimicos dos sucos controles e por maceracdo enzimatica da cultivar Fuji Suprema em diferentes estadios de maturacéo.

Amostras n Viscosidade oH SST SAC GLU FRU SORB L - b o - ATT D-Gal Turbidez
(%) (mm?s) (°Brix)  (g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) (g/200mL) (g/100mL)  (NTU)
1 61,30 0,84 3,67 10,50 2,54 1,61 6,25 0,21 2737 -0,37 1,32 137 10552 0,64 0,00 51,00
S I 62,90 0,99 340 11,50 2,54 1,60 6,18 0,22 28,11 -0,20 237 238 94,73 0,73 0,06 9,80
§ 11 69,97 1,11 352 11,75 2,53 1,60 6,12 0,21 27,14 -0,26 1,26 1,29 101,52 0,81 0,13 16,40
g IV 64,53 1,02 3,58 11,00 2,60 163 6,28 0,22 27,74 -0,10 2,20 221 93,26 0,64 0,00 30,00
}I_’ V 64,68 0,99 3,39 11,00 2,52 1,58 6,12 0,21 31,99 130 812 822 8087 0,76 0,13 11,05
DPA 3,26 0,10 0,12 0,49 0,03 0,02 0,07 0,01 200 069 288 291 943 0,08 0,06 17,30
| 61,64 0,86 3,80 11,75 3,51 166 6,75 0,30 2854 0,29 312 3,14 84,64 0,54 0,00 45,00
I 71,44 0,99 359 12,25 3,49 1,69 6,89 0,32 2865 -0,09 290 290 91,72 0,66 0,09 15,60
g 11 69,96 1,06 344 12,75 3,43 1,68 6,67 0,31 28,05 0,04 236 236 89,08 0,71 0,15 15,70
g IV 68,05 1,01 3,74 12,00 3,57 1,70 6,87 0,31 27,27 061 1,71 182 70,44 0,54 0,00 14,50
V 62,76 0,98 347 12,00 3,57 1,68 6,86 0,31 2641 -0,07 041 042 10381 0,68 0,14 13,10
DPA 436 0,07 0,16 0,38 0,06 0,01 0,09 0,01 094 030 109 108 12,10 0,08 0,07 13,60
1 49,94 0,94 3,87 12,50 4,99 1,74 7,00 0,62 2764 032 218 220 81,49 0,49 0,00 72,00
I 68,40 1,01 3,65 13,75 491 1,73 7,02 0,61 29,88 193 587 6,17 71,81 0,56 0,05 20,50
% 11 72,29 1,07 3,53 14,00 4,90 1,73 7,01 0,61 2785 0,04 251 251 8748 0,65 0,09 18,75
§ IV 66,68 1,02 3,79 13,75 5,02 1,70 6,99 0,62 27,24 -0,28 142 1,44 10124 0,53 0,00 22,50
& vV 62,27 1,00 3,55 13,50 4,86 1,68 6,98 0,60 2760 004 220 220 88,83 0,60 0,07 17,00
DPA 8,60 0,05 0,15 0,59 0,07 0,03 0,02 0,01 105 088 1,74 187 10,80 0,06 0,04 23,50

Nota: | (Controle); I (Ultrazym® AFPL); 111 (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH XXL); V (Panzym® YieldMASH); n: rendimento; SST: sélidos soliveis totais; SAC: sacarose;
GLU: D-glucose; FRU: D-frutose; SORB: D-sorbitol. L*: luminosidade; a*: vermelho-verde; b*: amarelo-azul; C*: intensidade de cor; h*: angulo Hue ; ATT: acidez total titulavel; D-Gal: acido

D-galacturénico; DPA: desvio padrdo agrupado.
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Amostras ] Viscosidade SST SAC GLU FRU SORB - b o . ATT D-Gal Turbidez
(%) (mm?s) (°Brix)  (g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) (9/200mL) (g/100mL)  (NTU)
| 47,86 0,86 3,65 11,00 3,20 0,97 6,07 0,12 2515 -0,30 2,99 3,00 9571 0,58 0,00 38,00
S I 49,71 1,02 3,62 12,00 3,10 0,97 6,26 0,14 27,77 -061 212 221 10596 0,66 0,03 7,75
§ 1 58,20 1,05 341 12,50 3,00 1,03 6,15 0,13 28,23 -055 269 2,75 101,61 0,74 0,08 7,50
g IV 56,81 1,01 3,60 12,00 3,04 0,93 6,09 0,13 2382 -0,21 214 215 9561 0,62 0,00 18,70
;_é VvV 56,03 0,96 346 11,50 3,20 0,99 6,17 0,14 2794 -0,70 299 3,07 10310 0,72 0,10 14,95
DPA 4,62 0,07 0,11 0,57 0,09 0,04 0,07 0,01 198 0,21 043 043 4,60 0,07 0,05 12,50
| 52,15 0,90 3,84 12,20 4,57 1,09 6,41 0,16 2791 -0,17 2,96 2,97 93,08 0,52 0,00 34,00
I 59,13 0,93 3,53 13,00 4,51 1,09 6,42 0,16 27,74 008 229 230 8799 0,64 0,07 5,60
g 1 65,22 0,99 3,51 13,20 4,44 1,14 6,38 0,16 2787 050 214 220 76,86 0,68 0,11 11,70
g IV 6313 0,96 3,75 12,80 4,54 1,12 6,34 0,17 2757 020 239 240 8521 0,52 0,00 13,40
vV 62,95 0,99 3,50 13,00 4,50 1,05 6,23 0,16 2780 0,17 258 259 86,27 0,66 0,11 14,70
DPA 517 0,04 0,16 0,38 0,05 0,03 0,08 0,00 0,13 024 0,32 030 588 0,08 0,05 10,70
| 51,24 0,90 3,89 13,00 5,58 1,27 6,89 0,17 2765 040 289 292 8219 0,50 0,00 80,00
I 66,21 0,99 3,58 14,00 5,50 1,31 6,95 0,18 2751 028 240 241 8327 0,61 0,07 9,20
% 1 66.94 1,01 3,49 14,00 5,49 1,27 6,91 0,15 28,26 1,30 3,57 3,80 70,00 0,67 0,15 14,55
§ Iv 52,01 0,90 3,68 14,40 5,50 1,22 6,88 0,16 27,71 -0,23 3,16 3,17 94,12 0,54 0,00 17,85
é V 66,94 0,97 3,52 14,00 5,56 1,23 6,89 0,16 27,16 050 269 274 79,36 0,66 0,13 14,05
DPA 8,26 0,05 0,16 0,52 0,04 0,04 0,03 0,01 040 055 045 052 8,65 0,07 0,07 29,70

Nota: | (Controle); II (Ultrazym® AFPL); 111 (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH XXL); V (Panzym® YieldMASH); n: rendimento; SST: solidos soltveis totais; SAC: sacarose;

GLU: D-glucose; FRU: D-frutose; SORB: D-sorbitol. L*: luminosidade; a*: vermelho-verde; b*: amarelo-azul; C*: intensidade de cor; h*: angulo Hue; ATT: acidez total titulavel; D-Gal: &cido

D-galacturénico; DPA: desvio padrao agrupado.
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A anélise de componentes principais (PCA) foi aplicada a fim de avaliar os
dados das anélises realizadas. Essa analise envolve um procedimento matematico que
identifica padrées de dados para expressa-los de tal modo a realcar semelhancas e
diferencas, quando sejam dificeis de encontrar em um conjunto de elevada dimenséo e a
facilidade de uma representacdo grafica ndo esteja disponivel, sendo uma ferramenta
poderosa e adequada para a analise de resultados. A outra vantagem principal do PCA é
a compressdo dos dados depois de encontrados esses padrdes, reduzindo o nimero de
dimens@es, sem muita perda de informacdo (SHAW, 2003).

A PC1 explicou-se 27,97% da variancia total e a PC2 explicou 27,07%,
totalizando 55,04%. As amostras (Figura 2) foram separadas ao longo da primeira
componente principal (PC1) pelas diferencas observadas no rendimento, sélidos
soltveis totais (SST), sacarose, D-frutose, D-sorbitol, L*, a*, b*, Chroma (C*) e Hue
angle (h*). A segunda PC separou as amostras com base na viscosidade, acidez total
titulavel (ATT), acido D-galacturdnico, turbidez (NTU) e pH. O teor de D-glucose foi
representado na quarta PC. As primeiras quatro PCs contribuiram para explicar 83,54%
da variagdo no conjunto de dados. A PCA representa uma das ferramentas mais usadas,
principalmente devido suas caracteristicas de aplicabilidade. Essa permite a visualizacao
das amostras em um espago n-dimensional, identificando as direcdes em que a maioria
da informacdo é contida. Por conseguinte, é possivel explicar diferencas nas varias
amostras, por meio dos fatores obtidos a partir da matriz de correlacdo generalizada dos
conjuntos de dados (GRANATO et al., 2010; HOSSAIN et al., 2011).
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Figura 2 — Gréfico de dispersdo simples entre PC1 vs. PC2 das varidveis entre as amostras de suco de
maga. Nota: | (Controle); Il (Ultrazym® AFPL); 11l (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH

XXL); V (Panzym® YieldMASH); formas com preenchimento correspondem a cultivar Fuji Suprema e

formas sem preenchimento correspondem a cultivar Lis Gala, (m) pre-maturagdo; (e) maduro; (A)

senescente; (O0) pré-maturagdo; (©) maduro; (A) senescente, T maiores valores dos componentes; |

menores valores dos componentes.

A similaridade das amostras foi avaliada usando analise hierarquica de

agrupamentos (HCA), sendo dois clusters sugeridos (Figura 3).
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Figura 3 — Dendrograma das amostras de sucos obtidas pela analise hierarquica de agrupamento. Nota:
UF: pré-maturacdo Fuji Suprema; RF: maduro Fuji Suprema; SF: senescente Fuji Suprema; ULG: pre-
maturacéo Lis Gala; RLG: maduro Lis Gala; SLG: senescente Lis Gala; | (Controle); Il (Ultrazym®
AFPL); II (Pectinex® Ultra Clear); 1V (Pectinex® SMASH XXL); V (Panzym® YieldMASH).

Depois de agrupar as amostras, o teste t de Student ou teste U de Mann-Whitney
foi realizado para comparar as médias de cada pardmetro avaliado dentro dos dois
grupos (Tabela 4). Os dados indicaram que houve diferenca significativa (p < 0,05) nos
parametros rendimento, viscosidade, pH, D-glucose, acidez titulavel total e do acido D-
galacturdnico e ndo significativas para TSS, sacarose, D-frutose, , D-sorbitol, L*, a*, b*,
Chroma, Hue angle e turbidez.

De acordo com a Figura 3 o cluster 1 foi formado principalmente por todas as
amostras dos controles das duas cultivares [UF(l), RF(I), SF(l), ULG(l), RLG(I),
SLG(I)] e amostras das preparacGes enzimaticas que apresentaram baixa alteracdes nos
parametros de qualidade dos sucos. Interessante observar que no estadio verde para cv.
Lis Gala a aplicacdo das quatro diferentes preparagdes [ULG(II), ULG(III), ULG(IV),
ULG(V)] ndo ocasionou mudanga nos parametros em compara¢cdo ao controle, assim
como ndo foram observadas alteracbes em quatro diferentes amostras [UF (1V),
ULG(IV), RLG(IV), SLG(I1V)] com aplicacéo da Pectinex® SMASH XXL.

O cluster 2 foi formado principalmente por todas as amostras que sofreram

modificacbes nos sucos devido a acdo enzimética. As preparacdes enzimaticas
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responsaveis por estas mudangas foram Ultrazym® AFPL; Pectinex® Ultra Clear e
Panzym® YieldMASH. Este agrupamento apresentou os maiores valores de rendimento,
viscosidade, D-glucose, acidez total titulavel e &cido D-galacturdnico e 0s menores
niveis de pH (Tabela 4).

A viscosidade (r = 0,59, p < 0,001) apresentou-se correlacionada com o
rendimento com diferenca significativa entre os clusters, mostrando que a medida que
ocorre 0 aumento do rendimento, hd aumento da viscosidade, devido a
despolimerizacdo promovida pelas enzimas no material da parede celular (WILL et al.,
2000). Os teores de acidez total tituldvel (r = -0,90, p < 0,001) e de &cido D-
galacturonico (r = -0,80, p < 0,001) sdo correlacionados aos valores de pH apresentando
diferenca significativa entre os clusters. E possivel verificar que a aplicacio das enzimas
ocasionam um decréscimo nos valores de pH, proporcionando aumento nos teores de
acidez total titulavel e de &cido D-galacturdnico. Os teores de &cido D-galacturénico (r =
0,77, p < 0,001) sdo correlacionados aos teores de acidez total titulavel. Portanto a
acidificacdo proporcionada no meio € ocasionada pela liberagdo do acido D-

galacturénico no meio, como relatado por Will et al. (2002).

Tabela 4 — Parametros fisicos e quimicos dos sucos controles e por maceragao enzimatica.

Variaveis Cluster 1 Cluster2  DPA*  p-valor® p-valor®
(n=13) (n=17)
Rendimento (%) 56,00b 66,07a 6,96 0,05 < 0,001
Viscosidade (mm?/s) 0,93b 1,00a 0,06 0,06 <0,01
pH 3,69a 3,53b 0,14 0,10 <0,01
SST (°Brix) 12,16 12,85 1,07 0,71 0,08
Sacarose (g/100mL) 3,87 4,14 1,07 0,79 0,51
D-glucose (g/100mL) 1,25b 1,49a 0,30 0,39 0,03
D-frutose (g/100mL) 6,47 6,64 0,36 0,97 0,20
D-sorbitol (g/100mL) 0,21b 0,30a 0,17 0,32 0,13
Luminosidade (L*) 27,27 28,05 1,32 0,85 0,11
Vermelho-Verde (cordinada a*) -0,10 0,30 0,58 0,17 0,06
Amarelo-Azul (cordinada b*) 2,51 2,78 1,38 < 0,01 0,40
Intensidade de cor (C*) 2,55 2,83 1,41 <0,01 0,54
Hue angle (h*) 92,20 87,53 10,36 0,72 0,23
Acidez total titulavel (g/100mL) 0,58b 0,66a 0,08 0,46 <0,01
Acido D-galacturénico (g/100mL) 0,02b 0,09a 0,06 0,30 < 0,001
Turbidez (NTU) 31,90 15,31 18,12 <0,01 0,08

Nota: Diferentes letras na mesma linha representam resultados com diferenca estatistica (p < 0.05).
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® DPA: desvio padrdo do agrupamento
®Valor de probabilidade obtido pelo teste F para homogeneidade de variancia

“Valor de probabilidade obtido pelo teste t-Student ou teste U-Mann-Whitney

2.4 CONCLUSAO

A aplicacdo de todas as preparacdes enzimaticas na extracdo de suco de maca
proporcionou aumento do rendimento alcangando um total de 44% com o uso Pectinex®
Ultra Clear no estadio de maturacdo senescente (Fuji Suprema) e reducdo na turbidez.
Por meio de abordagem quimiométrica, foi possivel separar as amostras em dois
agrupamentos: [1] amostras controles (sem enzimas), as amostras no estadio de pré-
maturacdo da cultivar Lis Gala com aplicacdo de todas as prepara¢Bes enziméticas e as
nos outros estadios para a Pectinex® SMASH XXL em ambas as cultivares com 0s
maiores pH. [2] Amostras processadas com o auxilio das preparacdes Ultrazym® AFPL,
Pectinex® Ultra Clear e Panzym® Yield(MASH em todos os estadios de maturagdo para a
Fuji Suprema e nos estadio maduro e senescente para a Lis Gala diferenciando com os
maiores valores de rendimento, viscosidade, D-glucose, acidez total titulavel e acido D-
galacturdnico. Portanto, é preciso conhecer o estadio de maturacdo e a cultivar a ser
utilizada no processamento de suco para a escolha adequada da preparacao enzimatica a

fim de atender o proposto desejado.
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ENZYMATIC MACERATION WITH DIFFERENT COMMERCIAL
PECTINASES IN APPLE JUICE PROCESSING: INFLUENCE OF RIPENING
STAGE ON MAJOR PHENOLIC COMPOUNDS

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of different enzymatic preparations in
the total phenolic compounds (Folin-Ciocalteau), phenolic profile by HPLC and
antioxidant capacity (FRAP) during apple juice processing. Apples of Lis Gala and Fuji
Suprema varieties in three ripening stages (unripe, ripe and senescent) were used. The
multivariate statistical techniques allowed analyzing the action of the enzymatic
preparations using a classification method. It was possible to verify that the four
enzymatic preparations used increased levels of phenols and antioxidant capacity, in the
unripe and ripe stage for Lis Gala and unripe stage of Fuji Suprema. In the ripe stage of
Fuji Suprema only Pectinex® Ultra Clear and Panzym® YieldMASH were able to
increase the properties. In senescent stage were not observed alteration with application
of enzymes, due to the fact that the presence of endogenous enzymes can have
minimized or inhibited the action of preparation added. It was possible confirmed that
use of enzymatic preparation according to ripening stage occurred higher increase in
phenols contents and antioxidant capacity.

Keywords: Pectinases, phenolic compounds, antioxidant capacity, multivariate
analysis.
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3.1 INTRODUCTION

The phenolic compounds in apple products, such as juice and cider, have been
considered important because they influence such as color, acidity and astringent taste,
aromas and beverages clarification (MANGAS et al., 1999). Currently, interest in
phenolic compounds is due to their antioxidant capacity, which contributes to protect
human health from the damaging effects of oxidative stress (OSZMIANSKI,
WOJDYLO, 2007; RIBEIRO et al. 2010).

The major classes of phenolic compounds found in apples are phenolic acids and
flavonoids. The main representatives of phenolic acids are acids p-coumaroylquinic and
5-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) and flavonoids are the flavan-3-ols
(epicatechin, catechin and procyanidins), anthocyanins (cyanidin), flavonols
(quercetins) and dihidrochalcones (phloretin and phloridzin) (AWAD; DE JAGER;
VAN WESTING, 2000; GUYOT et al., 1997; SPANOS; WROLSTAD, 1992; TSAO et
al., 2005; VANZANI et al., 2005).

Several authors report that, application of pectinolytic enzymes, in the juice
processing, results in increased of phenolic compounds extraction, which reflects the
antioxidant capacity of the juice. (WILL et al., 2002; OSZMIANSKI et al., 2009;
OSZMIANSKI et al., 2011). Another possibility to increase the phenolic compounds in
apple juices can be through the selection of the cultivar, since cultivars differ greatly in
their content of phenolic compounds (WILL et al., 2008), as well as the ripening stage
of fruit (ZHANG; LI; CHENG, 2010).

The apples are harvested at different degrees of ripeness, for the cold-storage are
destined the fruits that have an unripe stage (pre-maturation) (HARKER; HALLET,
1992), the immediate marketing the ripe stage fruits. The apples that are intended for the
industrial sector are those that do not have the physical characteristic of acceptability
(appearance, size and shape). In same countries, like Brazil, the disqualified apples for
marketed are processed in warm periods (25-35 °C) and it can remain for hours or days
at receiving, which speeds up the ripening process. Thus, in the apple processing can be
found in three different ripening stages: unripe (pre-maturation), ripe or full ripe phase
and senescent (PAGANINI et al., 2004; FERTONANI et al., 2006).

The application of chemometric tools to the characterization, determination of

origin and quality control of food products have been increasingly used food research.
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There are many applications of multivariate techniques in order to relate and classify
antioxidant capacity and major phenolic compounds present in many foods (BIGLARI
et al., 2009; CAM et al., 2009; HOSSAIN et al., 2011).

Therefore, this study aimed to characterized the application of enzymatic
preparation on principals phenolic compounds, total phenols and antioxidant capacity of
apple juice processing from two different varieties (Lis Gala and Fuji Suprema) in three

different ripening stages (unripe, ripe and senescent) with a chemometric approach.

3.2 MATERIAL AND METHODS

3.2.1 Apple samples

Samples of Fuji Suprema and Lis Gala apples, 2011/2012 harvest, were
collected at the Cacador-SC in the Experimental Station of the Agricultural and Rural
Extension Company, Santa Catarina (EPAGRI) in three different ripening stages
(unripe, ripe and senescent), with about 20 kg of samples for each stage and each
variety. The apples from the same cultivar were collected at different cardinal points
from six different trees and the top and bottom to homogenize the lot. The maturation
index was determined by using the Starch-iodine test (REID et al., 1982). The fruits in
different ripening stages were weighed (60 units for variety) and measured with a digital
pachymeter (Insize, Waregem, Belgium) in relation to height and diameter (Table 1).

Table 1 - Physical characteristics of Lis Gala and Fuji Suprema in different ripening stages.

Variety  Ripening Stage Maturation Index Weight (g) Height (mm) Diameter (mm)
B Unripe 1.0 172.11 +41.98 7498 +6.92 63.07 + 6.47
Su';:,:na Ripe 3.0-35 183.53 £57.66  76.84 +8.59 63.82+8.11
Senescent 4.5 17493 +44.37 76.13x7.14 63.82 +7.28
Unripe 1.0 109.63 £21.76  59.66 + 3.97 55.77 +6.18
Lis Gala Ripe 35 146.30 £30.98  67.84 +4.83 63.37 £5.90
Senescent 4.5 165.19 + 20.62 71.18 +4.69 65.56 +5.56

3.2.2 Chemicals and enzymes

Folin-Ciocalteau reagent;

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetremethychroman-2-

carboxylic acid), TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine), chlorogenic acid; phloridzin;
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(+)catechin; procyanidin B1, procyanidin B2, quercetin-3-O-galactoside, quercetin-3-O-
glucoside, quercetin-3-O-rhamnoside, quercetin-3-O-rutinoside were purchased from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and acetonitrila from Merck (Darmstadt,
Germany). Commercial pectinolytic preparations: Ultrazym® AFPL; Pectinex® Ultra
Clear; Pectinex® SMASH XXL were provided by LNF Bento Gongalves - Novozymes
Latin America and Panzym® YieldMASH was donated by Begerow (Germany).

3.2.3 Apple juice processing by enzymatic maceration

The apples were selected, washed, sanitized (100 mg/L of sodium hypochlorite,
25 °C/15 min) and fragmented (grinded) in industrial blender LAR2 (Metvisa, Brusque,
SC, Brazil). The apple pulp (100 g) was placed in each erlenmeyer and conditioned at
35 °C in shaker MA832 (Marconi, Piracicaba, SP, Brazil) under agitation (150 rpm),
after the temperature stabilization. The enzymatic preparations were added according to
the manufacturer's recommendation and reaction was conducted during one (1) hour.
After this time the erlenmeyers with pulp were placed in bath of boiling water for
denaturation of enzymes and the juices were obtained by centrifugation (8000 x g, 20
min) with laboratorial centrifuge HIMAC CR-GII (Hitachi, Hitachi, Ibaraki, Japan). The

juices were stored at -20 °C for further analysis.
3.2.4 HPLC analysis of phenolic compounds

The phenolic profile analysis was based on the methodology described by Guyot
et al. (1998) with modifications. The apple juices (4 mL) were freeze-dried (model LD,
Terroni, Sdo Paulo, SP, Brazil) and reconstituted with 2 mL of 2.5% acetic acid and
methanol (75:25). Thus, the samples were filtered through syringe filter 0.2 um (Nylon)
prior to analysis. The HPLC apparatus was a 2695 Alliance (Waters, Milford, MA,
USA), with photodiode array detector PDA 2998 (Waters, Milford, MA, USA),
quaternary pump and auto sampler. Separation was performed on Symmetry C18 (4.6 x
150mm, 3.5um) column (Waters, Milford, MA, USA ) at 20 °C. The mobile phase was
composed of solvent A (2.5% acetic acid, v/v) and solvent B (acetonitrile). The
following gradient was applied: 3-9% B (0-5 min), 9-16% B (5-15 min), 16-36.4% B
(15-33 min), followed by washing and reconditioning the column. The flow rate was 1.0

mL/min, and the runs were monitored at 280 nm (flavan-3-ols and dihydrochalcones),
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320 nm (hydroxycinnamic acids) and 350 nm (flavonols). Quantification was performed

using calibration curves of standards.

3.2.5 Total Phenolic Content

The total phenolic content was determined by colorimetric analysis of Folin-
Ciocalteau described by Singleton e Rossi (1965). In a test tube were added 8.4 mL of
distilled water, 100 puL of sample or (+) catechin (standard, 10-400 mg/L), and 500 pL
of Folin-Ciocalteau reactive. After 3 min 1.0 mL of saturated sodium carbonate was
added into each tube and the tube was agitated immediately in Vortex. After of 1 h the
absorbance was measured by spectrophotometer MINI UV 1240 (Shimadzu, Tokyo,
Japan) at 720 nm. The total phenolic content was expressed as (+) catechin equivalents

[mg catechin/100 mL of juice] of the sample.

3.2.6 Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) Assay

To determine the antioxidant capacity the spectrophotometric FRAP method was
used as described by Benzie; Strain (1996) with modifications. The absorbance reading
was at 593 nm. After the first reading (L1), performed within 5 seconds, the absorbance
was monitored for 6 min (L6) every 15 seconds. To calculate the FRAP value
absorbance values, sample concentration, and the standard solution used as reference 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilic acid 1 mmol/L (Trolox - Flucka
Chemicals Suisse, Switzerland — 56510) were correlated. The absorbance values were
calculated from differences between L1 and L6. A solution containing the reactive and
enzymatic inhibitor was used as a blank. A calibration curve was plotted for different

concentrations of Trolox (0.1 to 1.0 mmol/L).

3.2.7 Statistical analysis and chemometric application

Data were presented as mean + pooled standard deviation. Pearson products (r)
were used to evaluate the strength of correlation among the parameters evaluated.
Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA),
implemented in the STATISTICA 7.1 software (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, USA), were
the chemometric methods used to analyze the results.
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PCA was applied to separate the samples (n = 30) according to their values of
principals phenolics compounds determined by HPLC, phenols total and antioxidant
capacity (FRAP). For this purpose, the results obtained for each parameter were adopted
as columns and the juice samples as rows. Eigen values higher than 0.5 were adopted to
explain the projection of the samples on the factor plane. Autoscaling was used as a
pretreatment of the results. The purpose of this procedure is to equalize the statistical
importance of all the variables.

Hierarchical cluster analysis is a preliminary (HCA) way to study datasets in the
search for natural groupings among the samples characterized by the values of a set of
measured features. Owing to its unsupervised character, HCA is a pattern recognition
technique that can be used to reveal the structure residing in a dataset. HCA was
performed on autoscaled data, sample similarities were calculated on the basis of the
squared Euclidean distance and the Ward hierarchical agglomerative method was used
to establish clusters. The dendrogram imposes a hierarchy on this similarity, so that we
can have a two-dimensional vision of the similarity or dissimilarity of the entire set of
samples used in the study (GRANATO et al., 2010). Next, the same procedure was
applied to following variables: chlorogenic acid, phenol compounds and antioxidant
capacity (FRAP). In order to compare the results within the four suggest clusters.
Hartley’s test was carried out to check for homogeneity of variances. One-way ANOVA
and Fischer’s LSD pos hoc test were applied to identify contrasts among the clusters
and for the variables that presented non-homogenous variances (p < 0.05), the

equivalent to ANOVA non-parametric test was used.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1 The phenolic in different ripening stage

The content of individual phenolic and total phenols analyzed (Table 2 and 3)
were lower than that found in studies with European apple juice (OSZMIANSKI et al.,
2011; MARKOWSKI et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2008), due to the fact that the
Brazilian fruits are produced for in natura consumption and not for industrial purposes
(NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012). The total phenolic levels of Brazilian apple juices
shown between 100 to 900 mg/L (WOSIACKI et al., 2008), while Europe juices levels
of 700 to 3000 mg/L (NOGUEIRA et al., 2008; GOKMEN; 2001).
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With the ripening fruits, there was an increase in the levels of phenolic
compounds and antioxidant capacity (FRAP) for both cultivars. Juices from the unripe
apples have smaller phenols content, probably due to oxidation of these compounds in
the processing, once; unripe fruits are more susceptible to enzymatic browning due to
low content of ascorbic acid and high capacity of polyphenoloxidase (PPO) (LOZANO
etal., 1994; MURATA et al., 1995).

Chlorogenic acid and phloridzin were the phenolic compounds in higher
concentration in both cultivars. These compounds were found in higher concentrations
in the samples of senescent apples. Other authors reported these phenolics compounds
with the higher levels found in apples (AWAD et al., 2001; KONDO et al., 2002;
VEBERIC et al.. 2005).

The procyanindin B1 showed the evolution duration the ripening fruits as related
by Zhang et al. (2010). The flavonols (quercetin-3-O-galactoside, quercetin-3-O-
glucoside, quercetin-3-O-rhamnoside and quercetin-3-O-rutinoside) were determinate in
highest levels in samples of unripe apples of Fuji Suprema variety and senescent apples
of Lis Gala. Awad et al. (2001) reported that the quercetin glycosides levels range with
cultivar and moreover, the content depends of fruit position on the tree. Fruits of Fuji
Suprema shows a specific characteristic compared the others varieties, that after full
bloom, the fruit epidermis is evenly covered with a dark red color, even in the shaded
parts of the plant and during ripening they will losing the coloration getting with a
brindle red (CAMILO; DENARDI, 2002).

At the beginning of ontogenesis, fruits have a high content of phenols, which
decrease until the onset of ripening, where in the concentration of phenols remains
practically the same or slightly increase (AWAD et al., 2001; BLANCO et al.,1992;
MACHEIX, FLEURIET; BILLOT, 1990).

3.3.2 Enzymatic maceration in the phenolic extraction

In the processing of apple juice by traditional process, by pressing, most of the
phenolic compounds present in fruits are retained in the pomace, by non-covalent bonds
with cell wall, (Le BOURVELLEC; BOUCHET; RENARD, 2005), and because that
apple phenolics are mainly localized in the peel and in the seeds (MARKOWSKI et al.,
2009; OSZMIANSKI et al., 2011), however with enzyme treatment there was an
increase in content of phenols of the juices (Table 2 and 3).
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The increase in total phenols in the juices of unripe and ripe apples was, on
average, 23% and 9% respectively for Fuji Suprema whereas for the Lis Gala variety,
67% and 28 %, respectively. This indicates that the enzymatic treatment acted the best
form in the Lis Gala variety.

The juices of ripe and unripe apples which were added the enzymes llI
(Pectinex® Ultra Clear) and V (Panzym® YieldMASH) showed the highest levels of the
total phenolic compounds, however that enzymes with polygalacturonase (declared by
the manufacturer) are better than pectin lyases (declared by the manufacturer) (enzymes
Il and 1V) for this purpose. The procyanidins may have influenced the action of pectin
lyase, since they can form bridges between soluble pectins and protect pectin
homogalacturonans preventing their degradation by pectin lyase (Le BOURVELLEC,;
GUYOT; RENARD, 2009). In the samples from senescent fruits, this is not observed,
probably due to the presence of endogenous enzymes that could have minimized or
inhibited the action of enzymes added (BEN-ARIE et al., 1979). According Table 2 and
3, in some treatments the amount of total phenols decreased probably due to a
secondary enzymatic capacity of the preparations employed, as reported by Mihalev et
al. (2004).

3.3.3 Enzymatic maceration in the antioxidant capacity

The effect of enzyme treatment on the antioxidant capacity was measured as the
ability of reduction of iron using the method FRAP. The treatments with pectinase
resulted in increased antioxidant capacity of juices from the unripe and ripe fruits,
compared to controls. It was found an average increase of 55% and 12%, for unripe and
ripe stages, respectively for Fuji Suprema variety (Table 2), and for Lis Gala variety
(Table 3), an average increase of 49% and 33%, for the same ripening stages,
respectively. In the juices of senescent apples with enzyme treatment there was not
variation average antioxidant activities, probably due the content of endogenous

enzymes, as previously mentioned.
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Table 2 — Effect of enzymatic treatment on the principals phenolic compounds (mg/L), total phenols (mg/L) and antioxidant capacity (FRAP) (uM), and in apple juice
processing with fruit of three different ripening of Fuji Suprema variety.

Samples CHL PHL PB1 PB2 QGA QGL QRH QRU TPC FRAP

0) 11.06 21.26 8.12 nd 7.81 1.92 4.52 10.52 231.22 2407.34

D) 12.21 22.69 7.76 4.07 6.99 1.83 4.09 10.09 229.98 3863.64

N an 18.21 26.15 8.03 nd 4.25 1.60 2.51 9.72 288.10 3989.51
> % 12.02 25.63 7.98 nd 8.05 1.90 4.63 10.38 282.84 3538.46
V) 15.95 28.25 9.94 3.38 9.93 2.11 5.46 10.81 308.19 3576.92

PSD 3.05 2.80 0.89 2.05 2.07 0.18 1.09 0.42 35.49 626.51

0) 9.98 19.04 5.92 nd 5.18 161 3.00 9.79 228.13 2799.28

D) 10.57 22.11 7.30 4.09 5.03 1.64 2.97 9.80 242.97 2979.02

N an 9.94 20.82 5.20 3.01 6.12 1.76 3.57 10.09 255.95 3319.00
4 (V) 8.93 23.76 5.11 nd 4.41 1.50 2.84 9.45 238.79 2774.19
V) 11.40 21.99 9.31 6.62 8.34 1.96 5.17 10.32 254.40 3430.11

PSD 0.91 1.75 1.77 2.88 1.54 0.18 0.97 0.33 11.52 300.12

0) 17.45 24.79 10.63 nd 5.59 1.77 3.11 10.44 304.17 3881.72

D) 18.99 29.23 6.44 nd 4.95 171 2.84 10.15 335.39 4157.71

an 12.26 22.75 6.30 5.86 5.01 172 2.90 9.01 287.79 4111.89

& % 13.49 30.89 2.29 nd 4.83 1.75 2.80 10.54 315.92 3706.09
V) 11.21 22.42 5.16 nd 6.31 1.76 3.65 10.16 289.64 3645.16

PSD 3.37 3.85 3.00 2.62 0.62 0.03 0.35 0.25 19.78 231.40

Note: PSD: pooled standard deviation; UF: unripe Fuji; RF: ripe Fuji; SF: senescent Fuji; | (Control); Il (Ultrazym® AFPL); III (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH XXL); V
(Panzym® YieldMASH); CHL, chlorogenic acid; PHL, phloridzin; PB1, procyanidin B1; PB2, procyanidin B2; QGA, quercetin-3-O-galactoside; QGL, quercetin-3-O-glucoside; QRH,
quercetin-3-O-rhamnoside; QRU, quercetin-3-O-rutinoside; TPC: total phenols compounds; FRAP: ferric reducing antioxidant power; nd: not detected.
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processing with fruit of three different ripening of Lis Gala variety.
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Samples CHL PHL PB1 PB2 QGA QGL QRH QRU CFT FRAP

0 16.24 13.86 6.28 nd 2.66 1.38 2.20 9.03 233.69 2659.14

) 21.38 27.68 8.95 nd 9.06 2.26 5.27 10.73 373.72 3881.70

o (1 24.46 27.73 1325 1073 10.99 2.47 7.19 10.81 408.04 4043.01
= (V) 28.77 27.19 9.18 9.23 9.07 2.15 5.92 10.15 415.46 4141.33
(V) 21.01 25.84 5.98 7.24 9.66 2.21 6.06 10.37 366.00 3094.09

PSD 463 9.40 2.93 5.12 3.24 0.42 1.88 0.72 73.42 652.55

0 16.12 14.66 6.78 nd 8.65 2.20 456 10.59 300.77 2782.26

) 21.37 18.77 5.70 6.30 9.46 2.35 5.15 10.53 365.37 3725.81

o (1 20.20 21.71 10.08 nd 11.74 2.62 6.43 11.14 391.34 5430.07
T (v) 22.98 17.02 11.43 4.23 11.12 2.53 5.60 10.88 394.59 3690.86
(V) 18.35 18.72 8.79 nd 11.55 2.60 6.09 11.17 379.60 3376.34

PSD 2.66 2.59 2.34 2.97 1.37 0.18 0.74 0.30 38.40 986.13

0 26.58 15.78 6.82 nd 8.50 2.34 4.93 10.71 438.18 5004.01

() 37.78 20.15 12.33 nd 8.22 2.30 5.12 10.29 482.23 5143.39

® (1) 23.70 20.14 9.43 8.4 7.45 2.30 5.44 10.05 376.82 4844.16
7 %) 30.58 18.62 7.75 nd 8.49 2.28 5.10 10.32 398.76 3679.76
(V) 28.69 18.10 11.48 nd 8.07 2.25 5.19 10.19 466.00 5317.32

PSD 5.30 1.80 2.35 3.77 0.43 0.03 0.18 0.25 44.34 648.85

Note: PSD: pooled standard deviation; ULG: unripe LisGala; RLG: ripe LisGala; SLG: senescent LisGala; I (Control); Il (Ultrazym® AFPL); I1l (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH
XXL); V (Panzym® YieldMASH); CHL, chlorogenic acid; PHL, phloridzin; PB1, procyanidin B1; PB2, procyanidin B2; QGA, quercetin-3-O-galactoside; QGL, quercetin-3-O-glucoside; QRH,

quercetin-3-O-rhamnoside; QRU, quercetin-3-O-rutinoside; TPC: total phenols compounds, FRAP: ferric reducing antioxidant power; nd: not detected.
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3.3.4 A chemometric approach

The principal component analysis (PCA) were applies in order to evaluate the data of
principal phenolic compounds determined for HPLC, total phenols and antioxidant capacity.
PC1 explained up to 54.90% of total variance and PC2 explained 14.39%, totalizing 69.29%.
Samples were separated along the first principal component (PC1) by differences observed in
CHL, PB1, QGA, QGL, QRH, QRU, TPC and FRAP. The second PC separated the samples
on the basis of CHL and FRAP. The content of PHL and PB2 was represented on thirty and
fourth PC. The first fourth PCs contributed to explain up to 89.82% of variability in the data
set.

In observation of a scatter plot (Figure 1) it was possible suggested reasons for the
locations of the juices processing with or without preparation enzymatic on the basis of their
composition phenolic and antioxidant capacity. In the left X-axis juices were observed with
highest levels of properties described and right X-axis with lowest. The samples with lowest
levels of antioxidant capacity are above Y-axis and chlorogenic acid and below the Y-axis the

highest values.
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Figure 1- A scatter plot PC1 vs. PC2 on the main sources of variability between the apple juices samples. Note:
| (Control); Il (Ultrazym® AFPL); 11l (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH XXL); V (Panzym®

YieldMASH); forms blacks correspond Fuji Suprema variety and forms unfilled correspond Lis Gala variety,
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(m) unripe; (@) ripe; (A) senescent; (O0) unripe; (©) ripe; (A) senescent; Thigher levels of components; |lower

levels of components.

The results of Person’s correlation analysis showed a significant (p < 0.01) and a
higher association between antioxidant capacity with CHL (r = 0.66) and TPC (r = 0.92).
Using this variables to classify the juices production with application of enzymatic
preparations, the similary of sample was evaluated using the hierarchical cluster analysis
(HCA) applied to the samples, four clusters were suggested (Figure 2).
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Figure 2— Dendrogram for juices samples obtained from the hierarchical cluster analysis. Note: UF: unripe Fuji;
RF: ripe Fuji; SF: senescent Fuji; ULG: unripe Lis Gala; RLG: ripe Lis Gala; SLG: senescent Lis Gala; |
(Control); 1 (Ultrazym® AFPL); Ill (Pectinex® Ultra Clear); IV (Pectinex® SMASH XXL); V (Panzym®
YieldMASH)

Juices in cluster 1 (Table 4) contained samples with the highest levels of CHL, PB1,
QGL, total phenols compounds and antioxidant capacity. This cluster was characterized by
the samples provide Lis Gala variety in ripe and senescent stage with application of enzymes
and senescent control juice. Cluster 2 showed the highest content of QGA, QGL, QRH and
QRU. The cluster 2 also was characterized for samples provide Lis Gala variety in all
ripening stages only in samples that occurred enzymatic treatment with the four enzymes
tested. The cluster 3 was formed principally for samples provide the Fuji Suprema variety and
showed the highest levels of PHL and intermediate values of others individuals phenols, TPC

and antioxidant capacity. Cluster 4 included the samples with lower proprieties analyzed with
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the controls juices in unripe and ripe stages of both varieties. According Alonso-Salces et al.
(2005) and Zhang et al. (2010) during ripening of apples occurred the increase of phenolic
compounds, the levels changes conform the varieties. Several authors reported that
application of pectinolytic enzymes in juice processing also result in increased of phenolic
compounds (WILL et al., 2000, MARKOWSKI et al., 2009; OSMIANSKI et al., 2009).

According HCA the four enzymatic preparations used was effective in unripe and ripe
stage for Lis Gala varieties for increase phenols and antioxidant properties. For Fuji Suprema
variety all enzymatic preparations were effective in the unripe stage, while for ripe stage only
Pectinex® Ultra Clear and Panzym® YieldMASH were able to increase medium levels of
phenolic compounds and antioxidant capacity. In senescent stage were not observed alteration
with application of enzymes, due to the fact that the presence of endogenous enzymes can
have minimized or inhibited the action of preparation added (BEN-ARIE et al., 1979).

Table 4 — Principals compounds phenols, total phenols and antioxidant capacity of apple juices

Variables Cluster1 Cluster2 Cluster3 Cluster4 PSD®* p-value® p-value®
(n=5) (n=8) (n=11) (n=6)

CHL 27.39° 23.61° 13.92° 12.15° 7.25 0.26 <0.01
PHL 19.18° 20.20° 25.06° 19.11° 5.11 0.07 <0.05
PB1 10.03° 8.88" 7.19° 6.59" 2.45 0.29 <0.05
PB2 1.69 4.72 2.17 0.68 3.41 0.17 0.13

QGA 8.80° 9.92° 6.40° 5.62° 2.39 0.48 <0.01
QGL 2.36° 2.36° 1.81° 1.71° 0.35 0.18 <0.01
QRH 5.42° 5.80° 3.70° 3.35° 1.34 0.56 <0.01

QRU 10.48° 10.62° 10.24%® 0.86° 0.47 0.29 <0.05
TPC 430.917  387.69°  286.58° 24593 75.35 0.28 <0.01
FRAP 5147.79% 3704.11° 3747.29° 2733.54° 786.91  0.59 <0.01

Note: Different letters in the same line represent statically different results (p<0.05).

 PSD: pooled standard deviation
®Probability values obtained by Hartley test (F max) for homogeneity of variances

“Probability values obtained by one-way ANOVA

Phenolic compounds, principally flavonoids, are substances with high redox
potentials, and therefore have high antioxidant capacity. This is due on one hand to the
number and acidity of their phenolic hydroxyl groups, and on the other hand to the resonance
between the free electron pair on the phenolic oxygen and the benzene ring, which increases

electron delocalization and confers a partial negative charge an thus a nucleophilic character
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upon the substitution position adjacent to the hydroxyl group (PIETTA, 1999, CHEYNIER,
2006).

In our study, procyanidin B1 (r = 0.47, p < 0.01), quercetin-3-O-glucoside (r = 0.50, p
< 0.01) and quercetin-3-O-rhamnoside (r = 0.37, p < 0.05) are correlated with the antioxidant
capacity measured by FRAP, with significantly difference among clusters. According TSAO
et al. (2005) procyanindins shown higher antioxidant capacity measured by FRAP while
quercentin glycosides as a group with moderate antioxidant capacity. The antioxidant capacity
of procyanindins is due to the presence of the catechol unit on the aromatic B-ring (RICE-
EVANS et al., 1996), which stabilizes free radicals and their ability to chelate metals and
proteins due to several o-dihydroxy phenolic groups in such high molecular weight structure
(SANTOS BUELGA; SCALBERT, 2000); while for flavonols (quercentin glycosides) the
combination of the cathecol moiety with double bond at C2-C3 and 3-OH renders an
extremely active scavenger (van ACKER et al., 1996).

The principal phenolic acid found in apples is chlorogenic acid (AWAD et al., 2001,
KONDO et al., 2002; VEBERIC et al., 2005; KHANIZADEH et al., 2007). This compound
showed significant difference among the clusters (p < 0.01), and a correlation (r = 0.66, p <
0.001) with antioxidant capacity by FRAP. The antioxidant capacity of hydroxycinnamic
acids is related to the presence of catechol moiety, that when a hydrogen atom is abstracted,
generates a semiquinone stabilized by hydrogen bonds (AMORATI et al., 2006).

3.4 CONCLUSION

The present study demonstrated that enzymatic treatment had a positive effect on the
production of apple juice by improving phenolic contents. Using chemometric approach, it
was observed that the ripening stage influence positively the action of enzymatic preparations
on phenolic extraction. The commercial pectinases Pectinex® Ultra Clear and Panzym®
YieldMASH were effective in extraction phenols in ripe and unripe stage. The ripening stages
more affect for varieties analyzed were for unripe and ripe, while that Lis Gala variety has
more influence for enzymes. For senescent stage there was not alteration in phenols and
antioxidant capacity, because in this stage there is presence of endogenous enzymes and
minimized or inhibited the action of preparation added. Thus, it was possible confirmed that
used of enzymatic preparation according to ripening stage occurred higher increase in phenols

contents and antioxidant capacity.
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CONSIDERACOES FINAIS

No primeiro trabalho [Capitulo 11] foi avaliado o comportamento de quatro diferentes
preparacfes enzimaticas comerciais (Ultrazym® AFPL; Pectinex® Ultra Clear; Pectinex®
SMASH XXL e Panzym® YieldMASH) nos parametros fisicos e quimicos (rendimento,
viscosidade, pH, acUcares, acido D-galacturdnico, acidez total, turbidez e cor). Foi verificado
que o emprego das preparacdes ocasiona um aumento do rendimento, da viscosidade, do
acido D-galacturdnico e da acidez total, e com isso reducdo do pH. O uso de pectinases
ocasiona nos sucos a quebra da pectina e com isso uma diminuigéo da turbidez a como foi
observado. Com o emprego de técnicas multivariadas foi possivel explorar e classificar os
dados em um todo reduzindo a um plano bidimensional todas as analises realizadas, e
permitiu observar que as frutas processadas em estadio de pré-maturagdo para a cultivar Lis
Gala ndo apresentaram mudancas nos parametros de qualidade para nenhuma das enzimas
utilizadas, assim como Pectinex® SMASH XXL foi a Gnica preparacdo com amostras que se
apresentaram semelhantes em relagdo aos controles. Pectinex® Ultra Clear, Ultrazym® AFPL
e Panzym® YieldMASH causaram mudancas nos parametros de qualidade analisados para
todos os estddios de maturacdo da cultivar Fuji Suprema e para os estadios maduro e
senescente da cultivar Lis Gala.

No segundo trabalho [Capitulo I11] com o uso das mesmas preparacdes verificou-se a
influéncia destas nos compostos fendlicos individuais determinados por HPLC, nos
compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante. Da mesma forma para todos os
parametros fisicos e quimicos as técnicas multivariadas resolveram o problema de entender
todas as varidveis analisadas em um plano bidimensional, e com isso foi verificado que o
emprego das preparacOes de acordo com o estadio de maturacdo utilizado no processamento
de suco maca ha um aumento nos compostos fendlicos individuais analisados, nos compostos

fendlicos totais e consequentemente da atividade antioxidante.
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APENDICE 1

Apéndice 1 - Prepara¢Bes enzimaticas comerciais.

Nome comercial Fabricante Enzima Atividade Recomendacéo
(U/mL)* (mL/ton)
Ultrazym® AFP L Novozymes Pectinoliase 3000 40-60
Pectinex® Ultra Clear | Novozymes | Poligalacturonase 7900 40-60
Pectinex® Novozymes Pectinoliase 22500 40-60
SMASH XXL
Panzym® Begerow | Poligalacturonase 46000 40-60
YieldMASH

*Atividade segundo a ficha técnica do fabricante.




ANEXO 1

Anexo 1 - Teste iodo-amido para determinagdo da maturacdo de macas.
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