Quim. Nova, Vol. 35, No. 6, 1141-1145, 2012

CARACTERIZACAO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE SUCOS DE MACA OBTIDOS POR

PREPARACOES ENZIMATICAS

Rosilene A. Prestes* e Denise Milléo Almeida

Coordenacio de Alimentos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus de Ponta Grossa, Av. Monteiro Lobato, s/n,

km 4, 84016-210 Ponta Grossa — PR, Brasil
Andersson Barison

Artigo

Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parand, Centro Politécnico, CP 19081, 81530-990 Curitiba — PR, Brasil

Luis Antonio Pinheiro

Departamento de Engenharia de Materiais, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. Carlos Cavalcanti, 4748, 84030-900 Ponta

Grossa — PR, Brasil
Gilvan Wosiacki

Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. Carlos Cavalcanti, 4748, 84030-900

Ponta Grossa — PR, Brasil

Recebido em 4/9/11; aceito em 19/1/12; publicado na web em 30/4/12

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE CHARACTERIZATION OF APPLE JUICE CONTAINING ENZYME PREPARATIONS.
In this work, 'H Nuclear Magnetic Resonance ("H NMR) was employed to evaluate changes in apple juice in response to the addition

of Panzym® Yieldmash and Ultrazym® AFP-L enzymatic complexes and compare it with premium apple juice. The juice was

processed at different temperatures and concentrations of enzymatic complexes. The differences in the results were attributed mainly

to the enzyme concentrations, since temperature did not cause any variation. A quantitative analysis indicated that the concentration

of fructose increased while the concentrations of sucrose and glucose decreased in response to increasing concentrations of the

enzymatic complexes.
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INTRODUCAO

O suco de magd se destaca como o segundo mais consumido
no mundo, logo atrds do suco de laranja. Processado pelo método
tradicional, passa pelas etapas de selecdo e lavagem da matéria-
-prima, trituragio e prensagem, onde se origina o suco bruto. Para
tornd-lo pronto para o consumo, sdo ainda necessdrias as etapas de
despectinizagdo, trasfega, filtracio, engarrafamento e pasteurizagio,
que deixam o suco clarificado.! Este método produz um suco de boa
qualidade, mas também produz um subproduto, o bagaco.

Como forma de se aumentar o rendimento do suco e reduzir a
quantidade de bagaco, pode-se tratar a polpa da ma¢d com prepa-
racdes enzimaticas. A modificacdo do perfil do bagago se deve ao
maior aproveitamento do mesmo pela tecnologia enzimatica.? Estes
processos enzimdticos promovem a hidrdlise da pectina e da celulose
da polpa pelo efeito de uma ampla atividade enzimética, compreen-
dendo poligalacturonase, pectinalises, pectinesterases, hemicelulases,
arabanases e celulases.** O produto final desta complexa atividade na
parede celular resulta em antocianinas, flavondis e agticares neutros
como D-arabinose, D-galactose, L-ramnose e D-xilose.*” Os sucos
obtidos dessa forma apresentam um aumento em compostos fendlicos,
antocianinas e flavonéis.*

A produgdo de suco de maga utilizando tecnologia enzimatica
estd ligada ao emprego dos processos de maceracdo e liquefagdo.
Ambos os processos degradam os polissacarideos da parede celular,
liberando compostos soluveis e neutros, e reduzem a viscosidade da
polpa pela quebra das macromoléculas que compdem a parede celular
da fruta. As preparagdes de maceraciio sio compostas apenas por
pectinases, enquanto as de liquefacido possuem também celulases.

*e-mail: raprestes @ yahoo.com.br

Por conta disso, esta dltima leva a uma quase total degradacio dos
polissacarideos, enquanto aquela leva a um processo de degradagio
parcial.’ No entanto, ambas modificam profundamente a composicao
do bagaco, que ndo se presta mais como matéria-prima para a extragao
de fibras soldveis (pectinas) nem insoldveis, e deve ter um rendimento
superior ao processo cldssico do suco premium."!

Sucos obtidos por preparagdes enzimadticas e as consequentes
modificacdes quimicas sao avaliados por cromatografia de troca idnica
e de exclusdo por tamanho, cromatografia liquida para isolamento e
determinacdo da concentrag@o de coloides, dcido D-galacturonico,
entre outros.'> Outros métodos de andlise para sucos liquefeitos e
macerados sdo refratdmetro digital, phmetro, kit enzimadtico, espec-
troscopia de absor¢@o atdmica, andlises gravimétricas, reagente de
Folin-Ciocalteau, colorimetro, turbidimetro e titulagdo potenciomé-
trica.!® Ndo obstante, a literatura relata poucos estudos de suco de
maca por ressonincia magnética nuclear (RMN),'*!> tampouco com
preparacdes enzimdticas. O interesse na RMN surge por ser uma
técnica que permite uma identificacio deveras eficiente dos analitos
presentes na amostra, sendo empregada, por exemplo, para a iden-
tificagdo de doencas em plantas,'® até atributos fisicos-quimicos de
substancias.!”

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar
ainfluéncia do uso de preparacdes enzimdticas em sucos produzidos
pelos processos de maceracdo e liquefagdo, analisando-se os meta-
bélitos por RMN.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Magis da variedade Fuji e preparagdes enzimaticas de Ultrazym®
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AFP-L (Novozymes) (celulase + poligalacturonase) e Panzym®
YieldMASH (Begerow) (poligalacturonase).

Métodos

Processamento do suco de magd por centrifugacdo

As magas foram selecionadas, lavadas, pesadas e trituradas e, em
seguida, 150 g de polpa foram colocadas em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL. As preparagdes enzimdticas Ultrazym® AFP-L e Panzym®
YieldMASH foram adicionadas separadamente, em concentracdes
definidas pelo planejamento fatorial completo 3 x 4, na polpa. Para
cada preparagdo enzimdtica as concentragdes variaram de 0; 1,25;
6,25 e 11,25 uL/g. As concentracdes de enzimas foram determinadas
através de um teste preliminar em um viscosimetro do tipo Brookfield,
onde foram testadas vdrias formula¢des, com peso constante de polpa
e quantidade varidvel de preparagdo enzimadtica. Adotou-se a faixa de
concentracio e temperatura a partir da qual se observou diminui¢do
na viscosidade da polpa.

Quanto as temperaturas, para Ultrazym® AFP-L foram de 20, 35
e 50 °C, enquanto para a Panzym® YieldMASH, de 20, 25 e 30 °C,
conforme orientagao técnica e observacio pelo teste viscosimétrico. O
sistema foi incubado sob agitac@o constante e temperatura controlada
em shaker (Marconi) por 1 h e depois centrifugado em centrifuga de
800 g por 30 min.

Ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H dos sucos de mag¢a foram obtidos em
um espectrometro de RMN Bruker Avance 400, operando a 9,4 Tesla,
observando-se o nicleo de hidrogénio a 400,13 MHz, equipado com
uma sonda multinuclear de detec¢do direta de 5 mm. Os espectros foram
adquiridos com sequéncia de pulsos de excitacio de 90° e sem supres-
sdo do sinal do solvente, 16 varreduras acumulativas. Nos espectros
de 'H a largura do pulso de 90° foi de 7,5 ps. O tempo de aquisigio foi
de 7,5 s e o tempo de reciclagem, 10 s, totalizando 17,5 s; equivalente
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a 5T1, conforme experimentos de inversao recuperacgio. O nimero de
pontos de aquisicdo foi de 64 K e a janela espectral de 10 ppm, resultan-
do em uma resolugao digital de 0,06 Hz. Para isso, 200 uLL de amostras
de suco com e sem preparagdo enzimdtica foram dissolvidas em uma
mistura prévia de 400 uL de D,0O e 60 uL de dimetilsulféxido (DMSO
comum), contendo 0,03 mg de 2,2,3,3-D,-trimetilsililpropionato de
sédio tetradeuterado (TMSP-d,) como referéncia interna, totalizando
o volume de 660 uL. Os espectros de RMN de 'H foram processados
aplicando-se uma multiplicagdo exponencial dos FIDs por um fator
de 0,3 Hz antes da transformada de Fourier, com auxilio do programa
MestRe-C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm, em
relag@o ao sinal TMSP-d, em 0,00 ppm.'®

Quantificagdo dos agticares por RMN

Para a obten¢@o de cada espectro foram dissolvidas tanto as amos-
tras quanto os padrdes em 460 pL da solucdo prévia e, em seguida,
adicionados no tubo de RMN.

A quantificagdo dos agticares presentes nos sucos estudados
por RMN foi feita por normalizagdo com relago a drea do sinal em
2,7 ppm do padrao interno (DMSO), que foi adicionado sempre em
concentrac@o constante para todas as amostras. A concentragdo dos
acucares foi proporcional a razio entre a drea do sinal analisado em
relacdo ao sinal do DMSO. A integracao foi realizada nas dreas dos
sinais dos aguicares que pudessem ser claramente identificados e onde
ndo havia qualquer sobreposi¢do dos mesmos.

A andlise quantitativa dos agucares padrdes e os presentes nas
amostras de suco macerado e liquefeito, com e sem as preparagdes
enzimadticas, foi realizada com auxilio do programa MestRe-C através
da integrac@o dos dois dupletos referentes a o (5,21 ppm) e B (4,63
ppm) glucose, onde foram integradas as regides de 5,24 a 5,19 e 4,66
a 4,60 ppm, respectivamente. Na sacarose integrou-se o dupleto 5,39
ppm na regidio de 5,42 a 5,38 ppm e na frutose integrou-se o sinal
relativo a regido de 4,01 a 3,96 ppm (Tabela 1). Para a obtencio
dos espectros dos acticares padrdes (sacarose, glucose e frutose)

Tabela 1. Valores da quantificag@io dos carboidratos (sacarose, frutose e o, B-glucose) obtidos através da integragdo dos espectros de RMN

T (°C) C (uL/g) Sacarose % o-Glucose % B-Glucose % o.- 3 Glucose %  Frutose %

0,00 2,96 7,07 48,29 55,36 41,67
20 1,25 3,88 8,7 45,18 53,88 42,22

6,25 2,58 9,35 41,95 51,3 46,11
11,25 0,16 5,97 50,32 56,29 43,53

0,00 44 9,53 43,34 52,87 42,71
35 1,25 2,59 7,85 45,97 53,82 43,57

Ultrazym® AFPL

6,25 4,36 10,81 43,34 54,15 41,46
11,25 2,15 4,48 48,96 53,44 44,38
0,00 3,39 8,14 48,76 56,9 39,69

50 1,25 3,1 7,95 45,83 53,78 43,1
6,25 0,87 7,56 47,33 54,89 44,22
11,25 3,94 11,04 41,5 52,54 43,49
0,00 5,19 10,83 43,66 54,49 40,30
20 1,25 0,63 6,02 47,26 53,88 45,47
6,25 3,04 9,64 42,44 52,08 44,87
11,25 2,83 9,43 42,61 52,04 45,12
0,00 0,53 6,39 50,47 56,86 42,59
. 25 1,25 3,45 9,05 44,53 53,58 42,95

Panzym®YieldMASH

6,25 5,06 10,63 42,12 52,75 42,17
11,25 3,36 9,61 42,24 51,85 44,77
0,00 4,1 10,08 43,02 53,1 42,78
30 1,25 1,99 7 46,21 53,21 44,79
6,25 1,26 6,59 45,41 52 46,72
11,25 1,01 6,47 48,63 55,1 43,87
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utilizaram-se na construgao de curvas cinco concentra¢des de cada
(3x 102275 x 103,25 x 10,20 x 10%e 175 x 107 mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inspecio do efeito das preparacdes enzimaticas sobre a polpa
por RMN

Foram realizados estudos dos espectros de '"H dos sucos com
e sem preparagdes enzimdticas por espectroscopia de RMN para
avaliacdo qualitativa e quantitativa. Os perfis dos sucos sem enzima
(controle), macerado e liquefeito com concentragdo de enzima em
11,25 uL/g apresentaram diferengas mais significativas e serdo
apresentados.

A aplicacdo das duas preparacdes enzimdticas na polpa de maga
Fuji pode ser visualizada com eficiéncia quando os espectros sdo
analisados em termos de quatro regides: 4,20 a 4,08; 3,70 a 3,50;
3,04 22,00 e 1,60 a 0,80 ppm. Para estas regides foram observadas
variagdes mais significativas em termos quantitativos, principalmente
na regido dos carboidratos.

A Figura 1 apresenta os sucos controle e processado com a pre-
paragdo enzimdtica Ultrazym® AFP-L, na temperatura de 20 °C para
a regido entre 4,20 e 4,08 ppm, sendo que nas demais temperaturas
(35 e 50 °C) nao se observaram variagdes significativas. O suco
preparado pela Panzym® YieldMASH nas temperaturas de 20, 25 e
30 °C nao serd apresentado por ser semelhante ao suco liquefeito.
A inspegdo visual desta regido apresenta um sinal desconhecido (1)
para o suco liquefeito, ndo apresentado para os sucos controle e ma-
cerado. Outro sinal referente a frutose (2) foi encontrado em ambos
os sucos. A observagdo da regido do agucar frutose (Figura 2), entre
3,70 e 3,50 ppm, mostra que ndo ha alteragdes significativas em
fun¢do da preparacdo enzimdtica, o mesmo ocorrendo com relagio
a temperatura e concentragao.
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Figura 1. Expansdo dos espectros de RMN de 'H (400 MHz) na regido de 4,20
a4,08 ppm: comparagdo entre o suco liquefeito com a preparagdo enzimdtica
Ultrazym® AFP-L e o suco controle, ambos tratados a 20 °C. A concentragdo
das preparagoes enzimdticas foi de 11,25 ul/g

As Figuras 3a e 3b das preparagdes enzimaticas Ultrazym® AFP-L
e Panzym® YieldMASH, respectivamente, apresentam a expansao
da regido 3,04-2,00 ppm. Os valores de pH para o suco controle
encontram-se dentro da faixa de 4,20 a 4,28 e para o suco liquefeito,
no qual se utilizou a preparacio enzimdtica Ultrazym® AFP-L, se
encontraram valores entre 3,53 e 3,58. Para a preparacdo enzimadtica
Panzym® Yieldmash os sucos controle e macerado apresentam va-
lores de pH na faixa de 4,26 a 4,35 e 3,50 a 3,58, respectivamente.
A redugdo dos valores do pH pode ter ocorrido devido a producio
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Figura 2. Expansdo dos espectros de RMN de 'H (400 MHz) na regido de
3,70 a 3,50 ppm: comparagdo entre o suco liquefeito com a preparagdo
enzimdtica Ultrazym® AFP-L, suco macerado com a preparagdo enzimdtica
Panzym®YieldMASH e o suco controle, tratados a 20 °C. A concentragdo das
preparagées enzimdticas foi de 11,25 uL/g
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Figura 3. Expansdo dos espectros de RMN de 'H (400 MHz) na regido de 3,04
a 2,00 ppm: a) comparagdo entre o suco liquefeito com a preparagdo enzi-
mdtica Ultrazym® AFP-L e o suco controle, tratados a 20 °C; b) comparag¢do
entre o suco macerado com a preparag¢do enzimdtica Panzym®YieldMASH e o
suco controle, ambos tratados a 20 °C. Em ambos os casos, a concentragdo
das preparagées enzimdticas foi de 11,25 uL/g

do dcido péctico durante o tratamento enzimatico, pois as carboxilas
das unidades galacturdnicas podem estar livres.'®

O efeito da alteragdo do pH pode ser claramente observado
através da mudanca nos sinais do 4cido malico (4), o qual ocorre
como um duplo dupleto ao redor de 4,36 ppm e dois duplos dupletos
centrados ao redor de 2,80 ppm para o suco controle. Nos sucos com
preparacdo enzimadtica, devido a varia¢do do pH, pode-se observar
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deslocamento quimico do dcido mdlico para maiores valores de
deslocamento quimico.

A variacdo de pH também interferiu no deslocamento quimico do
acido succinico. Nestes sucos observou-se aumento da acidez quando
a preparacao enzimadtica foi acrescentada de 0,19 para 0,41 g/100 mL
para Ultrazym® AFP-L e de 0,13 a 0,28 g/100 mL) para Panzym®
YieldMASH. Moléculas cujo estado de ionizacdo ndo mudam na
faixa de pH de interesse ndo mostram nenhum deslocamento quimi-
co devido ao efeito do pH. Isto se aplica a maior parte dos agicares
onde os deslocamentos quimicos permanecem constantes em todas
as amostras analisadas, mas ndo as intensidades relativas. S@o vistos
nestes espectros sinais na regido de 3,0 ppm da asparagina (1) e sinais,
referentes aos numeros 2 e 3, de aminoacidos, ndo identificados.
A regido de 2,7 ppm referente ao padrdo interno DMSO comum
(5) e em 2,6 ppm do 4cido succinico (6). Os dcidos clorogénico e
quinico deveriam ser encontrados na regido de 2,2 a 2,0 ppm, porém
observou-se somente a presenca do dcido acético (7) nos sucos com
preparacdo enzimdtica Ultrazym® AFP-L. Os écidos clorogénico e
quinico surgem principalmente a partir de acido quinico, que, no
suco de magd, ocorre tanto em relagdo a forma livre, como parte de
dcido clorogénico."”

A inspecdo visual da regido 1,06-0,80 ppm (Figura 4) mostra
variag@o entre os sucos controle, macerado e liquefeito. No suco
controle, processado na temperatura de 20 °C, os principais sinais
encontrados sdo de alcodis, como o propanol (1) e etanol (6). Também
foram identificados satélites do etanol nas regides de 1,36 ¢ 1,30 e
na regido de 1,05 a 1,00, referentes aos sinais (3) e (7) do espectro.
Para este suco ainda foi encontrado o sinal da alanina (2) e desco-
nhecido (4). Nos sucos estudados em outras temperaturas observa-se
que alguns sinais ndo estdo aparecendo a medida que a temperatura
aumenta, como os sinais do etanol e seus satélites.

Suco liquefeito
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Figura 4. Expansdo dos espectros de RMN de 'H (400 MHz) na regido de
1,60 a 0,80 ppm: comparagdo entre o suco liquefeito com a prepara¢do
enzimdtica Ultrazym® AFP-L, suco macerado com a preparagdo enzimdtica
Panzym®YieldMASH e o suco controle, tratados a 20 °C. A concentragdo das
preparagoes enzimdticas foi de 11,25 ul/g

Os sucos processados com prepara¢do enzimética Panzym®
YieldMASH e Ultrazym® AFP-L apresentaram em seus espectros
0s mesmos sinais quando comparados com o suco controle, ape-
nas a intensidade dos sinais satélites do etanol (3) e (7) diminuiu
para ambos os sucos. O suco com preparacdo Ultrazym® AFP-L
apresentou para todas as temperaturas estudadas um sinal desco-
nhecido (5) na regido de 1,26 a 1,23. O etanol e o propanol encon-
trados na maioria dos espectros podem ser consequéncia de agdo
microbioldgica."
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Quantificaciio dos acticares

A Figura 5 mostra uma curva de calibracéio para a determinagio
do teor do agucar frutose. Nela se observa a razio entre a integragao
dos sinais de frutose e DMSO em funcdo da concentracdo do agucar.
O coeficiente de correlagdo para frutose foi de 0,98; enquanto para
sacarose e glucose foi de 0,98 e 0,96, respectivamente.
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Figura 5. Curva de calibragdo para o teor de frutose

A partir das curvas das amostras se determinou, por integracao, a
area referente ao sinal de cada actcar e dividiu-se pelo de DMSO. A
concentracdo dos agucares foi somada e a Tabela 1 apresenta os valo-
res percentuais de cada agicar nas amostras. Nesta tabela observa-se
que a sacarose e a o-glucose apresentaram tendéncia a diminuigdo,
de acordo com o aumento da concentrag@o enzimdtica para as duas
preparacoes. No entanto, a frutose aumentou com a variacido dos
pardmetros tempo e concentragido para ambas as enzimas.

Na preparacio enzimatica Ultrazym® AFP-L o perfil quantitativo
da B-glucose apresentou uma tendéncia a aumento, a medida que a
concentracio enzimadtica variou para as temperaturas de 20 e 35 °C
e diminui¢do para a temperatura de 50 °C, enquanto na preparacio
Panzym®YieldMASH ocorreu o contrdrio.

CONCLUSAO

A inspecdo por RMN mostrou que o uso de preparagdes enzima-
ticas no processamento de suco de mag¢a da origem a produtos muito
similares aqueles sem enzimas. Nas faixas entre 4,2 ¢ 4,08 ¢ 3,7 ¢ 3,5
ppm apresentam diferengas somente em fungdo do processamento e
da presenca de enzimas, ndo sendo sensiveis a temperatura e concen-
tracdo da preparagdo enzimadtica. Observou-se um deslocamento de
sinais referentes aos dcidos mdlico e succinico na faixa entre 3,04 € 2,0
ppm, para valores maiores de deslocamento quimico em decorréncia
da variagdo de pH dos sucos. A andlise quantitativa, realizada por
meio de dados de calibracdo, mostrou que a sacarose e a ¢t-glucose
apresentaram tendéncia a diminui¢@o, de acordo com o aumento da
concentragdo enzimatica para as duas preparagdes, enquanto a frutose
aumentou com a variagao dos pardmetros tempo e concentragdo para
ambas as enzimas. Os resultados também apresentaram diferencas
quantitativas no contetido de carboidratos, pH e acidez.
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