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Resumo

O processo de maceracao e liquefacéo é considerado uma tecnologia limpa, a qual consiste
em tratar o triturado com preparacdes enzimaticas compostas por poligalacturonases e celulases a
uma temperatura 6tima por um determinado periodo de tempo e promover uma hidrolise da parede
celular. O objetivo do trabalho foi encontrar a melhor condi¢cdo para diminuir a producdo de
residuos na producéo de sucos de macé e caracterizar os perfis dos bagagos em relacéo ao teor de
fibras totais (FT), cinzas e lignina ap0s os tratamentos com a preparacdo enzimatica de maceragao
Novozym 33102 e de liquefagcdo Ultrazym® AFP-L e aplicar a analise quimiometrica. A melhor
condicdo de trabalho foi encontrada a 50°C e 6,25uL/g para a enzima Ultrazym® AFP-L, com
rendimento de 2,13% em relacdo a amostra inicial. Através do modelamento empirico, encontrou
que para as duas preparacfes enzimaticas a concentracdo é o fator mais determinante. O teor de
cinzas teve valor minimo de 7,23 % (Novozym 33102, 50°C, 6,25ul/g) e maximo de 2,5 %
(Ultrazym® AFP-L, 20°C, 11,25 ul/g). As fibras totais para Novozym foi em média 13,25%,
enquanto com a Ultrazym® AFP-L de 12,18%. Através de analise espectroscépica observou no
comprimento de onda 1000 cm™ um estiramento C-O; 1750 a 500 cm™ houve a identificacdo de
polissacarideos, em 2920 a 3040 cm™ ligagBes C-H de alcanos e grupo hidroxila na regigo de 3300
a 3700 cm™. Os teores de lignina obtidos para Novozym 33102 variaram de 13% a 35%. A PCA
discriminou os bagacos principalmente na regido dos polissacarideos. O modelo SIMCA foi mais
eficiente para classificar os bagacos de macd da cultivar Fuji tratados com as preparacoes
enzimaticas.
Palavras-chave: bagago de macd; enzimas; analise quimiometrica.

1 Introducao

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, ¢ um dos que mais produzem
residuos agro-industriais. (CATANEO et al.,2008). Além da fabricacdo de geléias, doces e aromas
provenientes da macd, o suco desta fruta € o segundo mais consumido no mundo, ap6s o0 suco de
laranja, e por isso a geracdo de bagaco de maca se enquadra como uma das maiores concentracdes

da maioria dos residuos gerados anualmente em nosso pais (VILLAS-BOAS, 2001).
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Segundo Foo e Lu (1999), Zheng e Shetty (1998b) e Albuquerque (2003), o bagagco de maca
caracteriza-se por apresentar, em sua composicdo, baixos teores de proteinas e aminoécidos
essenciais, bem como de vitaminas e sais minerais. Todavia, possui elevadas quantidades de fibras,
constituidas por biopolimeros de alto peso molecular, tais como amido, hemicelulose, celulose,
pectina e lignina, além de outros mono e dissacarideo.

A fim de minimizar a geracdo de residuos na agroindustria de macd, e conseqiientemente
aumentar o rendimento pelo processo de centrifugacdo do suco, se aplicam preparagdes enzimaticas
de maceracédo e liquefacdo, compostas, respectivamente, por poligalacturonases ou celulases mais
poligalacturonases. A uma temperatura 6tima por um determinado periodo de tempo estas enzimas
promovem uma hidrolise da parede celular (ALBUQUERQUE, 2002).

A preparacdo enzimatica Novozym 33102 foi desenvolvida para auxiliar na decomposicéo
industrial de pectina de macd, a qual é constituida essencialmente de pectinaliase isenta de
celulases. A sua atividade de despolimerizacdo da cadeia de pectina ocorre pelo mecanismo de S
eliminagdo liberando uma cadeia menor com um terminal ndo redutor insaturado entre os carbonos
C4 e Cs. A pectina-liase rompe a ligacdo glicosidica entre os residuos de acidos D-galacturénicos
por um mecanismo de trans-eliminacdo de hidrogénio dos carbonos das posicoes C4 e Cs do acido
D-galacturdnico, degradando as pectinas de alta metoxilacdo (DA SILVA, R.; FRANCO, C.M.L;
GOMES, 1997).

O processo de liquefacdo tem por objetivo degradar os polissacarideos da parede celular
liberando os compostos solveis, em especial o &cido D-galacturdnico e 0s aglcares neutros
(GRASSIN, C.; FAUQUEMBERGUE, P. 1996). Este processo € promovido pela preparacdo
enzimatica Ultrazym® AFP-L, onde ocorre & transformacdo da polpa em suco, independente da
prensagem. A polpa é liquefeita pela hidrolise dos componentes da parede celular dos vegetais. Para
que isso ocorra de forma mais eficiente, a utilizacdo combinada de poligalacturonases e celulalaes é
indicada. Devido ao sinergismo de suas atividades, sdo capazes de hidrolisar até 80% dos
polissacarideos presentes na polpa. O grau de hidrélise atingido é dependente do acesso das
enzimas ao substrato e esta intimamente relacionado com a presenca e a concentracdo de lignina no
produto (KOBLITZ, M.G.M., 2008).

Portanto, este trabalho teve como objetivo encontrar a melhor condicdo (temperatura e
concentracdo) para diminuir a producéo de residuos na producdo de sucos de maca e caracterizar 0s
perfis dos bagacos em relacdo ao teor de fibras totais, cinzas e lignina ap6s os tratamentos com a
preparacéo de maceracdo Novozym 33102 e de liquefagdo Ultrazym® AFP-L, como também aplicar

a analise exploratoria e classificatoria nos dois tipos de bagaco.
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2 Material e Métodos

Material
Amostras de cultivar de macd Fuji e preparacdoes enzimaticas de Ultrazym®AFP-L
(Novozymes) (celulase + poligalacturonase) e Novozym 33102 (poligalacturonase) (Novozymes).

Métodos

Obtencéao do Bagaco

Magcés do cultivar Fuji foram trituradas em um liquidificador industrial. Uma quantidade de
150g da polpa obtida foi colocada em frascos de Erlenmeyer e as preparacdes enzimaticas
Novozym 33102 e Ultrazym® AFP-L foram adicionadas nas concentragées de 1,25; 6,25 e 11,25
ulL/g, além de uma preparacdo controle sem preparacdo enzimatica. Estas composicdes foram
tratadas nas temperaturas de 20, 35 e 50 °C em um shaker MARCONI por 1 hora.

O suco foi separado do bagaco por uma centrifuga HITACHI CR21GII, modelo HIMAC,;
com a rotacdo de 10000 RPM, 800 g, no periodo de 40 minutos para o controle e 30 minutos para as
amostras que continham as preparacdes enzimaticas. Por fim, os bagacos foram liofilizados e
triturados.

Os rendimentos de bagaco foram expressos em percentagem das massas totais dos frutos,
COMO na expressao na equacéo 1:

massa de bagago
massa inicial

Rendimento (%) = -100 (Eq. 1)

Residuo mineral fixo (Cinzas)

Para a determinagdo quantitativa das cinzas totais, utilizou-se 0 método gravimétrico, onde
foram pesados aproximadamente 1g do bagaco em triplicata em cadinhos de porcelana previamente
calcinados, arrefecidos e pesados. O mesmo foi incinerado na temperatura de 600 °C por 6h. Apds
esta etapa foram calculadas as percentagens de cinzas em relacdo ao bagaco que foi submetido ao

processo de secagem.

Fibras Totais

As fibras totais foram determinadas em um digestor Ankon**??° Fiber Analyzer (Ankom
Technology - 8/98). Para a digestdo foi utilizado acido sulfurico 0,255% e hidréxido de sédio
0,323%. Os “bags” foram lavados com acetona, secos em estufa a 105 °C por um periodo de 2 a 4

horas e pesados a fim de obter a porcentagem de fibras totais nas amostras.
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Lignina

Para a obtencdo da lignina Klason (lignina insoltivel em &cido), foi seguido o procedimento
de natureza gravimétrica o qual utiliza a parede celular bruta como substrato ao tratamento com
acido sulfurico 72%. Para esta analise foi pesado aproximadamente 1g da amostra seca em um
frasco de Erlenmeyer com tampa, adicionado 25 mL de solugdo de acido sulfdrico 72% e colocado
sobre agitacdo a temperatura ambiente por 2h. Posteriormente, foram adicionados 500 mL de &gua
destilada, transferindo o produto para um baldo de 1000 mL. A solugéo ficou sob-refluxo por 4h. O
produto foi filtrado em um funil de vidro sintetizado M (ASTM 10-15M), previamente tarado, seco
em estufa a 105°C por 2h e resfriado em dessecador até massa constante. A porcentagem de lignina
foi calculada pela equacdo 2:

massa de lignina

Lignina (%) = .
massa total de bagaco

(Eq. 2)

Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram feitas pastilhas, utilizando KBr como base inerte, afim de corrigir ruidos
instrumentais. A mistura de 2% (g/g) de bagaco em KBr foi homogeneizada e triturada em
almofariz e pistilo. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm™ em um espectrémetro

Nicolet 4700, utilizando resolugdo de 2 cm™ e 60 varreduras.

Analise Multivariada

Os espectros de FTIR do bagaco de macd da cultivar Fuji tratados com preparacOes
enzimaticas foram analisados pela técnica de componentes principais (PCA) para avaliar a
similaridade entre as composicGes dos espectros dos bagacos e a influéncia exercida por cada
tratamento. As analises foram desenvolvidas pelo programa Pirouette (InfoMetrix) versdo 4.0,
utilizando centralizacdo na média como pré-processamento. As amostras de bagaco foram divididas
em classes conforme o planejamento fatorial, ou seja, classe 1 para a temperatura de 20°C, classe 2
para 35°C e classe 3 para 50°C. Essa divisdo tem por objetivo separar as amostras em quadrantes
conforme as classes, ou seja, através da temperatura de trabalho. O estudo foi realizado em matriz

de 4000 variaveis (comprimento de onda cm™) de cada uma das 36 amostras de bagaco de maca.

3 Resultados e Discussdes

Obtencao do Bagaco

A percentagem de rendimento, feito em base seca, do bagaco de ma¢d macerado com a
preparacdo enzimatica Novozym 33102 e liquefeito com a preparacdo enzimatica Ultrazym® AFP-L

é apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Quantidade percentual de bagago de maca tratado com preparacéo enzimética: a) Ultrazym® AFP-L;
b) Novozym 33102.
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A quantidade de bagaco sem preparacdo enzimatica (controle) permaneceu constante de
acordo com as temperaturas de estudo. A utilizacdo da preparacdo enzimatica de liquefacdo foi
relacionada a um menor rendimento de bagaco quando comparada a preparacdo enzimatica de
maceracdo. O aumento na concentracdo de preparacdo enzimatica levou a uma reducdo na
quantidade de bagaco devido ao efeito de degradacdo da parede celular. O aumento na temperatura
também levou a menores rendimentos de bagaco. A melhor condicdo de trabalho, ou seja, 0
resultado mais desejado foi encontrado para a temperatura de 50 °C, com concentracao de 6,25ulL/g
para a enzima Ultrazym® AFP-L, onde o rendimento obtido foi de 2,13% em relacdo & amostra
inicial.

A fim de se verificar o efeito dos parametros no rendimento de bagaco realizou-se um
modelamento empirico, utilizando-se a temperatura e concentracdo de enzimas como variaveis de
controle e o rendimento de bagaco como resposta mostra que para as duas preparagdes enzimaticas
a concentracdo € o fator mais determinante, seguido pelo coeficiente quadratico da concentracdo e

da temperatura. Em ambos 0s casos, a relagdo entre concentracdo e rendimento de bagaco séo
inversamente proporcionais.
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Figura 2. Magnitudes de coeficientes para a regressdo envolvendo
temperatura e concentracdo de enzimas durante tratamento de
macerago e liquefacdo enzimatica. Coeficientes de correlacio (r2)
de 0,97 para Ultrazym e 0,88 para Novozym.
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A Figura 3 mostra a quantidade percentual de cinzas antes e apds o tratamento enzimatico
para o bagaco tratado com a preparacdo enzimatica Novozym 33102 (a) e Ultrazym® AFP-L (b).
Verifica-se que quanto aos minerais, 0s residuos se destacam pela grande variacdo nos contetdos de
cinzas, com o valor minimo de 1,23 % (Novozym 33102, 50 °C, 6,25ul/g) e maximo de 2,5 %
(Ultrazym® AFP-L, 20 °C, 11,25 pL/g). O valor méximo esta préximo ao encontrado para o bagaco
de acerola sem tratamento enzimatico, que foi de 2,68%; e distante ao valor de 9,84%, encontrado
para 0 bagaco de maracuja sem tratamento enzimatico (JUNIOR, 2006). Albuquerque (2003)
caracterizou o bagaco de maca sem tratamento enzimatico e encontrou o valor de 3,51% para 0s
residuos minerais.

Entre os sistemas enzimaticos, o teor de cinzas se mostrou menor para as composi¢cdes com
o sistema Novozym (Figura 3.b). Nessas composi¢des, 0 conteudo de cinzas variou pouco com o
aumento na temperatura e concentracdo de complexo enzimatico, mas no sentido de ser reduzido
com 0 aumento da temperatura. O teor de cinzas para o sistema Ultrazym (Figura 3.a) é reduzido
com o0 aumento na temperatura, mas aumenta com a concentracdo de enzima para as trés
temperaturas empregadas. Isto implica que o uso de uma maior concentra¢do de enzima provocou
uma hidrélise mais completa da parede celular, consequentemente, menor foi o teor de cinzas que
restou no bagaco. E esperado que o teor de cinzas seja reduzido em relagéo ao controle, pois este é

um indicativo de que a hidrolise da parede celular ocorreu, e que minerais foram transferidos para o
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suco. Através da concentragdo de 1,25ul/g e temperatura de trabalho de 50 °C, foi encontrada a

melhor condicdo para a preparacéo enzimatica de liquefacdo Ultrazym® AFP-L em diminuir o teor
de cinzas (1,75 %).

Figura 3. Quantidade percentual de cinzas presente no bagaco de magca tratado com a preparagao enzimatica:
a) Ultrazym® AFP-L; b) Novozym 33102.
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Fibras Totais

A porcentagem de fibras totais encontradas no bagaco de maca tratado com a preparacao
enzimatica Ultrazym AFPL (a) foi em média de 12,18%, enquanto no bagaco tratado com Novozym
(b) foi de 13,25% (Figura 4).

O teor de fibras é baixo, quando comparado o de Uchoa et al. (2008) que foi de 40,98% para
0 bagaco de goiaba, embora também tenha encontrado valores menores como 5,91% para o bagaco

de caju. Contudo, o valor de fibras encontrado, pouco diferiu entre os tratamentos enzimaticos.

Lignina

Os teores de lignina obtidos do bagaco de maca tratado com a preparacdo enzimatica
Novozym 33102 (Figura 5) variaram de 13% a 35%, ndo houve diferenca significativa entre as
amostras, no entanto, este resultado apresentou altos teores de lignina quando comparados ao
encontrado por Rodrigues & Peixoto (1990) no subproduto do processamento do abacaxi (7,85%).
Segundo Souza Filho (1995), valores tdo elevados de lignina no subproduto do suco de maca séo
perfeitamente possiveis e justificados pela presenca de sementes. Chen (1988) concluiu que do total

de fibras presentes no bagaco de maca sem tratamento enzimatico, 15% é referente a lignina;
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implicando que apds o tratamento enzimatico aplicado a este trabalho, o total de lignina no bagaco
pouco diferiu do controle.

Figura 4 — (a) Porcentagem de fibras totais encontradas no bagaco de macé tratado com a preaparacéo
enzimatica: a) Ultrazym® AFP- L (a) e (b) Novozym 33102
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Figura 5 — Quantidade percentual de lignina presente no
bagaco de macd tratado com a preparacao enzimatica
Novozym 33102
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Espectrémetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Através de analise espectroscopica (Figura 6), observou proximo ao nimero de onda 1000
cm™ um estiramento C-O. Na proximidade de 1750 a 500 houve a identificacdo de polissacarideos
0S quais estdo presentes na parede celular e que podem néo ter sido degradados na liquefacdo. A

regido de 2920 a 3040 é referente a ligagdo C-H de alcanos e a banda de absor¢do na regido de 3300
a 3700 cm™ caracterizam uma deformacéo axial do grupo hidroxilas.
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Figura 6 — Comparacdo dos espectros de FTIR do bagaco de macé controle da
cultivar Fuji, macerado com a preparacdo enzimatica Novozym e liquefeito
com a preparagdo enzimética Ultrazym® AFP-L, tratados em 20 °C. A
concentracdo das preparagdes enzimaticas foi de 11,25 ulL/g.
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Analise Multivariada

Os espectros de FTIR dos bagacos de macd foram estudados pela PCA para observar a
discriminacdo entre os tratamentos com preparacdes enzimaticas. A Figura 7 apresenta o gréafico de
escores das amostras, onde o modelo construido foi a partir do estudo de todos 0s comprimentos de
onda do espectro (4000-400 cm™) com 36 amostras, matriz (36 x 40000) (Figura 5.a).

Figura 7 — Gréfico de escores das amostras de bagacos de macgd da cultivar Fuji
obtidas das preparacdes Novozym 33102 (0) e Ultrazym® AFP-L (-): (a) sem
exclusdo de variaveis (comprimentos de onda) e (b) com exclusdo de variaveis.
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Neste modelo ndo houve discriminagdo entre as preparacGes enzimaticas, pois com dois

primeiros componentes foram obtidas 96,87% das informagdes, onde o componente 1 forneceu
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92,73% e o componente 2 contribuiu com 4,14% das informac6es. A melhor discriminacdo das
preparacOes foi alcancada quando se usou a matriz com exclusdo de varidveis, mantendo apenas a
regido do comprimento de onda 739.57-901.57 cm™-*, referente a polissacarideo (Figura 5-b). Com
0s dois primeiros componentes foram obtidas 99,75% das informagdes. Por tanto o componente
principal (PC) 1 corresponde a 94,58% das informacdes e o componente 2 a 5,17%. No grafico foi
observado que PC1XPC4 discriminou os dois tratamentos de forma eficiente.

Os espectros de FTIR dos bagacos de mac¢d da cultivar Fuji também foram usados para
classificar as amostras, usando métodos de modelagem independente por analogia de classes
(SIMCA), Késsimo vizinho mais proximo (KNN) e andlise discriminante com calibragdo
multivariada por minimos quadrados parciais (PLS-DA). As amostras foram divididas em duas
classes, sendo 19 (Ultrazym® AFP-L) e 9 (Novozym 33102) amostras para conjunto de treinamento
e cinco (Ultrazym® AFP-L) e trés (Novozym 33102) amostras para o conjunto de validagéo.

A Tabela 1 mostra a percentagem de amostras previtas corretamente no processo de
formacdo e validacdo divididos em duas categorias (Ultrazym® AFP-L e Novozym 33102),
utilizando dados de FTIR. Esta tabela mostra que SIMCA classificou 100% das amostras,
Ultrazym® AFP-L e 88,90% Novozym 33102 na categoria correta no treinamento e no conjunto de
dados de validacao classificou 100% para ambas as categorias. A previsao KNN foi de 73,68%
Ultrazym® AFP-L e 77,79% Novozym 33102 para 0s conjunto de dados de treinamento e de
validacdo classificou em 80% e 100%, respectivamente. Para CSD no conjunto de dados de
treinamento e validacdo, respectivamente. A PLS-DA classificou o conjunto de treinamente em
73,68% para Ultrazym® AFP-L e 100% Novozym 33102. No entanto, o conjunto de validagio foi
de 100% para Ultrazym® AFP-L e 00,00% Novozym 33102. Estes resultados indicam que o modelo
SIMCA foi mais eficiente para classificar os bagacos de maca da cultivar Fuji tratados com as

preparacdes enzimaticas.

Tabela 1. Porcentagem de classificacéo e validacdo da modelagem para bagacos de maga da cultivar Fuji

Classe SIMCA (%) Predicéo KNN (%) Predicdo PLS-DA Predicdo
(%)
Ultrazym®AFP-L 100,00 100,00 73,68 80,00 73,68 100,00
Novozym 33102 88,90 100,00 77,79 100,00 100,00 00,00
4 Concluséo

Apo6s o0 processamento, a composicdo dos bagacos de macd com e sem preparacdes
enzimaticas, continuou muito parecido com o controle. A lignina presente no bagaco apresentou
grande variagdo. Este estudo é um indicativo de que a preparagdo enzimética Ultrazym® AFP-L

apresentou porcentagem de fibras muito proxima & preparacdo Novozym. Porém, a Ultrazym®
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AFP-L foi mais eficiente na diminuic¢do do bagaco, proporcionando reducdo do impacto ambiental e
aumentando a eficiéncia na producdo de suco. Isto foi observado para a temperatura de 50 °C e
concentracdo enzimatica de 11,25 ul/g. Apesar dos bagacos apresentarem fibras em menor
quantidade, nada os impede de serem explorados e utilizados na obtencdo de produtos como
farinhas nutricionais e racdo animal. A PCA foi uma ferramenta importante para discriminar e
mostrar que 0s bagacos obtidos sdo diferentes principalmente na regido dos polissacarideos,
contudo o modelo SIMCA foi mais eficiente para classificar os bagacos de maca da cultivar Fuji

tratados com as preparagdes enzimaticas.

Abstract

The maceration and liquefaction process is considered a clean technology, which comprises
treating triturated with enzyme preparations consist of polygalacturonases and cellulases at a
temperature optimal for a certain period of time and promoting cell wall hydrolysis. The objective
was to find the best condition to decrease the production of waste in the production of apple juice
and characterize the profiles of cake compared to the total fiber content (FT), ash and lignin after
treatment with the enzyme preparation of maceration Novozym 33102 and liquefaction Ultrazym ®
AFP-L and apply the chemometric analysis. The best working condition was found at 50 ° C and
6.25 microlitres / g of enzyme Ultrazym AFP-L ®, with a yield of 2.13% compared to initial sample.
Through the empirical modeling, found that for the two enzyme preparations the concentration is
the most important factor. The ash content has a minimum value of 1.23% (Novozym 33 102, 50 °
C, 6.25 microlitres / g) and a maximum of 2.5% (Ultrazym AFP-L ®, 20 ° C, 11.25 microlitres / g .)
The total fiber for Novozym averaged 13.25%, while with Ultrazym AFP-L ® 12.18%. By
spectroscopic analysis observed at a wavelength of 1000 cm -1 CO stretch a, 1750-500 cm-1 was
identified polysaccharide at 2920-3040 cm-1 CH bonds and hydroxyl group of alkanes in the region
3300-3700 cm -1. The lignin obtained for Novozym 33,102 ranging from 13% to 35%. The PCA
discriminated the cake in the region mainly of polysaccharides. The SIMCA model was more
efficient to sort the cake "Fuji' apple treated with enzyme preparations.

Keywords: apple pomace, enzymes, chemometric analysis.
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