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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da maceracdo enzimatica da polpa de
noni, de forma a proporcionar um incremento e viabiliza¢do na produ¢do de seus derivados.
Foram utilizados frutos de noni (Morinda citrifolia L.), provenientes da cidade Horizonte
(Ceara-Brasil) e preparagdes enzimaticas comerciais, cedidas pelas empresas Novozymes e
Quest international. O trabalho foi desenvolvido com duas polpas, de lotes distintos, cujas
andlises foram divididas em duas etapas, experimento 1 e 2. O experimento 1 teve inicio com
a caracteriza¢ao da polpa de noni in natura do lote 1 através de determinacdes quimicas. Em
seguida, dez preparagdes enzimaticas comerciais (Pectinex AR, Pectinex Ultra SP-L,
Ultrazym AFP-L, Viscozyme L, Shearzyme 500L, AMG 300L, Citrozym L, Biopectinase
CCM, Biopectinase CT e Celluclast) foram caracterizadas quanto as atividades de
poligalacturonase, pectinametilesterase, pectinaliase, celulase, xilanase e invertase. O
processo de maceracdo da polpa de noni foi realizado a partir de diversos estudos para a
selecdo da preparagdo enzimatica comercial ideal, a definicdo dos pardmetros de tempo,
concentragdo enzimatica e razao polpa:agua, cujo procedimento baseou-se na quantificagao de
grupos redutores totais (GRT), consisténcia e teor de polpa. O experimento 2 teve inicio com
a caracterizagdo da polpa de noni in natura do lote 2 por meio de determinacdes analiticas de
ordens quimicas e fisico-quimicas. Em seguida, quatro preparagdes enzimadticas (Viscozyme
L, Termamyl, Ultrazym AFP-L e Pectinex Yield Mach) foram caracterizadas quanto as
atividades de poligalacturonases, pectinametilesterases, pectinaliases, amilases, celulases e
xilanases. Foi realizado um planejamento composto central, fatorial, com trés variaveis e
quatro preparagdes enzimadticas, estudando a concentracdo das preparacdes enzimaticas
comerciais, a temperatura e o tempo de incubacdo. A faixa de estudo das varidveis foi
determinada com base no experimento 1, assim como foi selecionado a diluicdo polpa:agua.
As condigdes de 4000 ppm de Viscozyme L, 1,5 hora de tratamento enzimatico e diluicao
polpa:agua 1:0,75 apresentaram um nivel adequado para a maceragdo da polpa de noni no
experimentol. No experimento 2, as preparagdes enzimaticas comerciais Viscozyme L e
Ultrazym AFP-L foram mais eficientes na maceragao enzimatica da polpa de noni, mostrando
que a concentracdo de preparagdo enzimdtica ¢ a temperatura de incubacdo sdo fatores
relevantes na reducdo do teor de polpa e no aumento dos agucares redutores, respectivamente.

Palavras-chave: Morinda citrifolia, liquefagdo da polpa, enzimas pectinoliticas.



ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the effect of enzymatic maceration of noni pulp, in
order to provide an increase in the production and viability of their products. It was used noni
fruits (Morinda citrifolia L.), from of Horizonte (Cearad-Brazil) and commercial enzymatic
preparations produced by Novozymes and Quest International. The work was developed with
two pulps, of distinct lots, whose analyses had been divided in two stages, experiment 1 and
2. Experiment 1 began with the characterization of the natural noni pulp through chemical
determination. Next, ten commercial enzymatic preparations (Pectinex AR, Pectinex Ultra
SP-L, Ultrazym AFP-L, Viscozyme L, Shearzyme 500L, AMG 300L, Citrozym L,
Biopectinase CCM, Biopectinase CT e Celluclast) were tested with regard to their activities of
polygalacturonase, pectinametilesterase, pectinaliase, cellulase, xilanase e invertase. The
maceration process of noni pulp was performed based on many studies for selection of the
ideal commercial enzymatic preparation, the definition of time, enzymatic concentration,
pulp:water ratio. The procedure was based on the quantification of total reduction Groups
(TRG), consistency and pulp amount. Experiment 2 began with the characterization of the
natural noni pulp through chemical and physicochemical analytical determinations. Then, four
commercial enzymatic preparations (Viscozyme L, Termamyl, Ultrazym AFP-L and Pectinex
Yield Mach) were characterized with regard to the activities of polygalacturonase, pectin,
pectinaliases, amylases, cellulases and xylanases. This was used a central composite planning,
factorial, with three variables and four enzymatic preparations, studying the concentration of
commercial enzyme preparations, temperature and incubation time. The range of the studied
variables was determined based on experiment 1, such as the dilution pulp: water. The
conditions of 4000 ppm of Viscozyme L, 1,5 hour of enzimatic treatment, dilution pulp/water
1:0,75 presented an adequate level to the maceration of the noni pulp in experimentol. In
experiment 2, commercial enzymatic preparations Viscozyme L Ultrazym AFP-L were more
efficient in enzymatic maceration of noni pulp, showing that the concentration of enzyme
preparation and incubation temperature are important factors in the reduction in the pulp and
increased sugars, respectively.

Key words: Morinda citrifolia L, pulp liquefaction, pectinolytic enzymes.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 Planta Morinda citrifolia (A) e suas folhas (B) .......cccooceeviieiiiiiiiiieiiiiee, 20

FIGURA 2 Inflorescéncia, fruto do noni (A) e frutos de noni fora da planta mae (B)......... 21

FIGURA 3 Noni em diferentes estadios de maturagdo: Noni verde (A), noni verde
amarelado (B), noni amarelo palido (C), noni translucido, maduro (D) e

noni marrom, em fase de senescéncia (E).......c.cccocveeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 23
FIGURA 4 Estrutura da parede celular vegetal, adaptada...........cccceevvveeniienniiennieeeieene, 34
FIGURA 5 Representagdao esquematica da estrutura convencional (A) e da alternativa

recentemente proposta (B) das pectinas. ........ccceeveeeiiienieniiienie e 38
FIGURA 6 Frutos de noni armazenados em caixa plastica..........cceeeeeruienieniiienieeieenieeieans 44
FIGURA 7 Polpa de noni embalada em sacos de polietileno e congelada.............c............. 44
FIGURA 8 Preparagdes enzimaticas COMEITIAIS ....uueeevreeerreervreenveeesreeensseesnsseesnseeessseeennnns 45

FIGURA 9 Esquema do tratamento enzimatico das amostras maceradas e controle no

4 01581001110 0 USSP 47
FIGURA 10 Esquema do tratamento enzimatico das amostras maceradas e controle no
EXPEITMEINTO 2. ..iiieiiieiiieiieeiie et teete et et e et e st e e beesteeenbeessaeease e seeenseenseesnseenseennne 51

FIGURA 11 Consisténcia da polpa de noni diluida (1:1), macerada com 2000 ppm de
diferentes preparagdes enzimaticas, a 30°C por até 4h .......ccccvvvevvveeeieennnenn. 66

FIGURA 12 Consisténcia da polpa de noni diluida (1:1), macerada com 2000 ppm de
diferentes preparagdes enzimaticas, a 30°C por at€ 4h .........ccccveeevveeereenee. 67

FIGURA 13 Consisténcia da polpa de noni diluida em diferentes propor¢des, macerada

com 2000 ppm de Viscozyme L, a 30°C por até 2h. ......ccccceoeeveriiniinenicneenne. 71
FIGURA 14 Amostra macerada sem diluicao 1:0 (A); Amostra macerada diluida 1:0,75
(B); Amostra macerada diluida 1:2 (C) ..cccceeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 72

FIGURA 15 Amostra controle diluida 1:0,75 (A); Amostra macerada diluida 1:0,75 (B)....73
FIGURA 16 Consisténcia da polpa de noni diluida (1:0,75) macerada com diferentes

concentragdes de Viscozyme L, a 30°C por até 2h. ........cccevveveriicniencnicneenne. 75

FIGURA 17 Efeito da maceracdo enzimatica com a preparagdao Pectinex Yield Match
sobre o teor de polpa (A) e os aglicares redutores totais (B) da polpa de noni..84
FIGURA 18 Efeito da maceragdo enzimatica com a preparagdo Viscozyme L sobre o teor

de polpa (A) e os agucares redutores totais (B) da polpa de noni...................... 86
FIGURA 19 Efeito da macerag¢do enzimatica com a preparagao Ultrazim AFP-L sobre o

teor de polpa (A) e os agucares redutores totais (B) da polpa de noni............... 88
FIGURA 20 Efeito da maceragdo enzimatica com a preparagdo Termamyl sobre o teor de

polpa (A) e os agucares redutores totais (B) da polpa de noni .......................... 90



LISTA DE TABELAS

1. Evoluc¢do da cor e da firmeza do fruto durante o amadurecimento..............cccceevveereennnennnen. 23
2. Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da polpa de Noni ...........ceccveevieriienieeiieenieeinns 24
3. Planejamento experimental com os niveis das variaveis e os tratamentos avaliados........... 50
4. Caracterizagdo da polpa de noni in natura —10t€ 1.........cccoeeveeeviiieiiieeiiieecieeeee e 62
5. Caracterizagdo das atividades das preparagdes enzimaticas comerciais (experimento 1)....64
6. Valores dos actcares redutores totais (ART) da polpa de noni maceradas com diferentes

preparagdoes enZIMAtiCaS COMETCIALS. ..vvvervrrerureerireerieeerieeesereeeseeessseeessseeessseesssseesssseessseens 68
7. Valores do teor de polpa das amostras de polpa de noni maceradas com diferentes
preparagoes eNZimatiCas COMETCIALS ....eevvvervrerureeieeriieeieentieeteenteeseeesteessseenseesseeseesnseenseas 69
8. Valores de agucares redutores totais (ART) e teor de polpa das amostras de polpa de
noni maceradas com Viscozyme L em diferentes razdes polpa:agua...........cceeveeeeuveennennns 74
9. Incremento na distancia percorrida (em cm) pelas amostras de polpa de noni maceradas
COM VISCOZYIME L ..ottt ettt ettt e et e e bt e snbeeaeesaneens 76
10. Valores de agucares redutores totais (ART) das amostras de polpa de noni maceradas com
diferentes concentragdes de VISCOZYME L .......coovvieeiiiieiiiiiiieceecce e 77
11. Valores de teor de polpa (%) das amostras de polpa de noni maceradas com diferentes
concentragdes de Viscozyme L
12. Caracterizacdo da polpa de noni in natura - lote 2
13. Caracterizagdo das atividades das preparacdes enzimaticas comerciais (experimento 2) .81
14. Resultado da regressao linear multipla para as variaveis e a interacao das variaveis na
maceracao da polpa de noni com Pectinex Yield Match
15. Resultado da regressdo linear multipla para as varidveis e a interacdo das variaveis na
maceragdo da polpa de noni com Viscozyme L ........cccccoeviiiiiiiiiiiiinieeiceeecee e, 85
16. Resultado da regressao linear multipla para as varidveis e a interagdo das varidveis na
maceragdo da polpa de noni com Ultrazym AFP-L
17. Resultado da regressdo linear multipla para as variaveis e a interagdo das variaveis na

maceracao da polpa de noni com Termamyl .........cccccoceeviiiiniininiiniieceeeeeen 89



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ........ooiiieiieeiieeeeeies sttt 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....riiiriiiiireeineiineseies st 18
2.1 Noni (Morinda Citrifolia LL.) .............coooooueiiieiiiiiieeiie ettt 18
2.1.1 Caracteristicas da Planta ...........ccccveeeiuiiiiiieeiiie et e aee e e sr e e eaaee e 19
2. 1.2 COIREIEA ...ttt ettt ettt st b et ettt et et e b enees 22
2.1.3 Composica0 quimica da POIPa........ceeuieiiieriieiieeii ettt 24
2.1.4 Atividade DIOIOZICA. .....cccuviiiiieeiie et et eeneb e e esbeeeraeeenes 27
2.1.4.1 Efeito antimiCTODIANO .........eeiuiiiiiiiiiiiiieeiie ettt ettt et e e ens 27
2.1.4.2 Atividade antiCanCeITZENA. .......cevueeriieriieeieeiee et eteeeie et e eteeteesaeeeeeseteebeesabeenseesnseens 28
2.1.4.3 Atividade antioXidante.........c.eevueriiriiriiriiniereee et 29
2.1.4.4 Atividade antiinflamatOria .........c.eooieiiiiiiiiiieieee e 29
2.1.4.5 Atividade anal@eSiCa.......cccvieiiiieiiieeiiee et eiee ettt e e e e et aeenanes 30
2.1.4.6 Atividade cardioVasCUIAL..........cocueiiiiiiiiiiniiieeee e 30
2.2 Suco de NONI € SEU COMEBICIO ......cceeeiiiiiiiiiiiiiieniiceieeeee ettt ettt e sane e 31
2.3 Processamento de frutas ............coccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 33
2.4 Parede celular vegetal ..................oooiiiiiiiiiiiiec e 33
24,1 CIUIOSE ...ttt sttt ettt 35
2.4.2 HEMICEIUIOSE ....veiiiniiiiiieiiiieeeetee ettt ettt et sbe e 35
2.4.3 SUDSTANCIAS PECTICAS....uveeeieeutieiieetieetieeteeeiteeteestteebeesiteebeesaeeenseessseenseesnseeseesnseeseesnseans 36
2.5 Enzimas degradantes da parede celular ....................c.ccoooiiiiiiiiniiiiie 39
2.5.1 CIUIASES ...ttt ettt 39
2.5.2 HEMICEIUIASES .....eeeiieiiieiieeiieie ettt ettt ettt et e sttt e s ateebeesnbeeseesaeeens 40
2.5.3 POCLINMASES ....eeutieeitieiie ettt ettt et ettt et et e et e e sat e et eesateeabeesaeeenbeesaseenseesabeenbeeenbeeteennteens 40
2.6 Utilizacao das enzimas de MacCeracio ...............ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 42
3 MATERIAL E METODOS.............oiiioioieeeeeeeeeeeeeeeee e 44
31 MIARIHAL ..ottt ettt ettt sttt et 44
RN B LY 211 o B o) 1 0 - RO USSP 44
3.1.2 PreparacOes €NZimatiCas COMETCIALS .....eeervveeerureeerureeerereensreesseeensseesssseeensseesnsseesssseessseens 45
3.2 MetOdOolO@ia ..........oooiiiiiiiiieiie e et e et e et e e ennaeennnes 45
3.2.1 EXPEIIMENTO 1...ueiiiiiiiiiiiieciii ettt ettt ettt e et e et e e e ta e e st e e sabae e ssaeeasaeenssaeennseeennnas 45

3.2.1.1 Caracterizacdo da polpa de noni in natura —10te 1 ......ccocceeviieiiiniiiiiiieeeee, 45



3.2.1.2 Caracterizacdo da atividade das preparagdes enzimaticas COmerciais............e.ceeenveene.. 46

3.2.1.3 Maceragao ENZIMALICA. .........ceeeevrieerreeeeieeeiteeeireeeiteeesteeesreeessreeeesseeessseeesseessseesseeas 46
3.2.1.3.1 Selecao da preparacao ENZIMALICA .........eeerveeerereeeriieeeiieeereeeereeesreeesereeensreesseeesseeas 47
3.2.1.3.2 Avaliagao da adig@0 de AZUA.......ccceieiiiieiiieeiieceeeee e e 48
3.2.1.3.3 Influéncia da concentragao de €NZIMA ..........ccc.eeeeerirveeeeeiireeeeeeiireeeeeeiteeeeeeereeeeeeareees 48
3.2.2 EXPETIMENTO 2....eiiuiieeiiieniieeiieeiie et eite ettt esteesiteeteesnseenseesateesseessseenseesnseenseesnseenseesnseenseennns 48
3.2.2.1 Caracterizagao da polpa de noni in natura —10t€ 2 ..........ccccveeeveveeevieeeiieeeiieeeee e 48
3.2.2.2 Caracterizagao da atividade das preparagdes enzimaticas COmerciais. ........c.ceeevveennnen. 49
3.2.2.3 Planejamento eXperimental...........ccoccuieriieiieniiiieeiie ettt sttt 49
3.2.2.4 Maceragao CNZIMALICA...........ccvveeeeriurieeeeiireeeeeeireeeeeeiteeeeeesseeeeeeisseeeeeeisseeeeessreeeeeasreeeas 50
3.3 Tratamento eStatiStiCo ............cocooiiiiiiiiiiiii e 51
3.4 Métodos fisico-quimicos € qUIMICOS ..............ccccuvieiiiieiiiieiieciee e 51
B L PH ettt ettt et h ettt e b aees 51
342 UMIAAAE ..enviiiiiieieeieeeee ettt ettt ettt ettt st 52
343 CINZAS ..ottt ettt et a e e bbbt ettt e bt e at e et e st ebeenaee 52
3.4.4 Acidez total tiTUIAVE] (ATT) coeoeiieeiie e e 52
3.4.5 S6lidos SOIUVEIS tOtaiS (SST) ..uviiieiieiciieeeiee et eavee s 53
3.4.6 Agucares redUtOreS € TOTALS ......ccueeeieeiurieeeeiiieeeecieeeeeeeteeeeeetreeeeeetreeeeeeraeeeeeareeeeenanreeeas 53
3.4.7 Atividade de AZUA (AW) oottt 53
3.4.8 ComMPOSLOS TENOLICOS ...uvviiiiiiiiiieeeiie ettt e e sre e et e e taeeeaaeeeaaeesnseeennseees 53
3.4.9 VIAMING C oottt ettt ettt et sttt st e e e 54
34,10 PTOTEING ..oeonniiiiiiiieeteee ettt ettt ettt et e 54
34,11 EXITAT0 ©LETEO ...eeviiiiiiiieeiiieiteete ettt sttt e 54
3412 AMIAO i ettt ettt ettt 55
3.4.13 Pectina, hemicelulose, celulose + [ignina .........ccceeceeeeiiiieniieeniiecee e 55
34,14 ANTIOXIAANTE ....eiiiiiiiieiie ettt ettt et st e b e st e et esate e bt e sabeeseesnseeneeneee 56
3.4.15 CONSISTEINCIA .uvvieieviieiiiieeiieeeieeeeieeeeteeesteeestteeeteeessaeesssaeesssaeessseeasseeessaessseessseensseens 57
3.4.16 TEOT d€ POIPA oottt ettt ettt et e et e et e b e e beesebeenseeenbeenneennns 57
3.5 Métodos utilizados na caracterizagdo da atividade das preparagdes enzimaticas .............. 57
3.5.1 POlIAlaCtUIONASES .....vietiieiiieiieiiieiie ettt ettt ettt et ettt e st e et esaeeenbeesnteenseeeeee 58
3.5.2 PectiNamEtIlESIEIASES  ....ccccviiieiieieiieeeiee et et e et e et e e et e e s tbe e e eitee e ebeeenaaeeeaaeeenaaeenaneeas 58
3.5.3 PECLINALIIASES ...eevieutiiiieiieiiete ettt ettt ettt ettt ettt et e e e et e beenteeaeenaeenees 59
3.5.:4 AINILASES ..enviiieiieieeie ettt ettt et a e b et he e bt e b e aeeaeentes 59

35,5 CIULASES e et e e e e e e e e e e e aaee e e e e e e raaaaeea e e e e 60



RIS D, €1 =TS R 60

3.5.7 INVETEASES ..euveiiiiiiieniieeiteeete ettt ettt ettt et sat e et sa e et sat e et e sbt e e sane e bt e naee 60
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........coooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 62

T B 25 40 1S) 310153 110 0 USSR 62
4.1.1 Caracterizacdo da polpa de noni in natura —10t€ 1 .......ccccoevieiiiniienieeiieieeieeee e 62
4.1.2 Caracterizagdo da atividade das preparagdes enzimaticas COmerciais. .........coceevveevenneene 63
4.1.3 Maceragao CNZIMALICA ........ccccuvriieeiiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeeitteeeeesareeeeeetseeeeeassseeeeaassseeeeeassaeeeaanns 66
4.1.3.1 Selecao da preparacao ENZIMALICA .........cccveeerureerieeerieeesreeesireesaeeesseeesseeensreessseesnnes 66
4.1.3.2 Avaliacdo da adig80 d€ AZUA ......c.eevuiiriieiieeie et 70
4.1.3.3 Influéncia da concentragao d€ €NZIMA .........cc.eeeeeeivieeeeiirieeeeiieeeeeeireeeeeeeveeeeeeraeeeeeans 75
2 054 112 ) 11 1<) 111 300/ 79
4.2.1 Caracterizagao da polpa de noni in natura —10t€ 2 ..........cccveeeeeeercieeeeieeeeiee e 79
4.2.2 Caracterizagdo da atividade das preparacdes enzimaticas COmerciais. .........coeevveeeenneene 81
4.2.3 Maceracao CNZIMALICA .........cccvveeeeeirrieeeeitreeeeeeiteeeeeeiaeeeeesiareeeeeeiseeeeeesseeeeeesssseeeeeisaeeeeaes 82
5 CONCLUSOES ...couituiitimiireieisetesesissesesesessse st sss st ssessessssssesssesens 92

REFERENCIAS ..o e 93



15

1 INTRODUCAO

Os consumidores em todo o mundo estdo mais conscientes quanto ao consumo de
alimentos seguros e funcionais. H4 uma preferéncia por alimentos naturais, mais nutritivos e
seguros. Do ponto de vista nutricional, as frutas constituem uma das mais ricas fontes de
elementos nutritivos para a alimentagdo humana. Tal fato contribui para o aumento do
consumo de frutas e de sucos.

A evidéncia cientifica demonstra que todas as frutas e hortaligas sdo dotadas de
propriedades medicinais, sendo o poder medicinal caracterizado para cada espécie. Mudangas
nos habitos alimentares podem ajudar a reduzir os riscos de desenvolvimento de doencas
(PANATO et al., 2007). Assim, os guias alimentares atuais para as populagdes enfatizam cada
vez mais 0 aumento no consumo de frutas visando a promocao da saude e a prevencdo de
doengas (RAMASSAMY, 2006; SORENSEN; BARBEN; STODDARD, 2007). A forte
tendéncia no consumo de frutas in natura, assim como de sucos pela populagdo, se deve nao
sO por constituir uma rica fonte de elementos nutritivos, mas também pela cor e sabor desses
produtos.

A fruticultura estd em expansdo e o mercado de frutas exoticas tem ganhado cada
vez mais espago no Brasil, tanto pela procura de alternativas por parte dos produtores, como
pela busca de novas opgdes de frutas pelos consumidores.

A planta Morinda citrifolia Linn, mais conhecida como noni, tem sido utilizada
durante séculos na medicina tradicional dos povos polinésios. As folhas e especialmente seu
fruto sd@o consumidos sob diferentes formas por varias comunidades do mundo (CHAN-
BLANCO et al., 2006).

O suco de noni estd em alta demanda na medicina alternativa devido seus
provaveis efeitos antioxidantes e antiinflamatorios no combate de diferentes tipos de doengas
como cancer, aterosclerose, diabetes, ulcera e outros (WANG et al., 2002). Entretanto, as
evidéncias cientificas para os beneficios do suco dessa fruta ainda sdo limitadas. O aumento
dos produtos derivados como suplementos dietéticos sugere investigagdes urgentes com
relacdo aos propositos de controle de qualidade (IKEDA et al., 2009).

H4 um grande marketing do suco noni no Brasil (MULLER et al., 2007). O fruto
foi introduzido recentemente como uma matéria-prima de forte apelo comercial devido a
todas as caracteristicas benéficas a ele atribuidas e os beneficios relacionados ao seu consumo

(SILVA et al., 2009). O cultivo do noni ¢ relatado nos Estados do Acre, Sao Paulo, Para,
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Sergipe e Ceara, mas ainda sdo poucos os trabalhos de pesquisa desenvolvidos no Brasil com
essa espécie.

Consumidores estdo mais seletivos e escolhem os alimentos com menos aditivos
e conservantes, € que ainda assim, mantenham os sabores dos alimentos e outras
caracteristicas também importantes que atendam as suas expectativas. As enzimas atendem a
esta demanda melhorando os processos de produgdo de alimentos e bebidas de diversas
maneiras: a) aumentam o valor nutricional; b) melhoram o sabor; ¢) reduzem a possibilidade
de intolerancia (NOVOZYMES, 2009).

Os sucos de frutas contém coloides que sdo principalmente polissacarideos
(pectina, celulose, hemicelulose, lignina e amido), proteina, tanino e metais (VAILLANT et
al., 2005). Um dos principais problemas encontrados na preparagdo de suco de fruta ¢ a
viscosidade devido principalmente a presenca das pectinas (ABDULLAH et al., 2007). As
substancias pécticas ficam suspensas como particulas insoluveis, sendo responsaveis pela
consisténcia, turbidez e aparéncia dos sucos das frutas, e sua presenga causa um aumento
consideravel na viscosidade do suco, dificultando a filtracdo, podendo provocar entupimento
de filtros e reducao da velocidade do processo de filtracao, além disso, torna a concentragao
de sucos muito dificil, devido a dificuldade da retirada do suco celular.

A producdo de sucos a partir de frutas polposas apresenta baixo rendimento
devido a alta viscosidade das mesmas, o que leva a uma taxa financeira insatisfatoria, quando
comparada com o rendimento tecnoldgico de outros frutos. Uma tecnologia deve ser utilizada
no processamento destes sucos para minimizar os problemas, no intuito de otimizar o
processo com extracdo maxima de suco para obtencdo de produtos com valor agregado. A
tecnologia para melhorar o processamento e o aspecto de sucos de frutas dentre outras pode
ser o uso de enzimas.

A adigdo de preparacdes enzimaticas comerciais, constituidas por pectinases,
celulases, hemicelulases e amilases, em polpa de frutas resulta na degradacdo dos
polissacarideos da parede celular, aumentando o rendimento dos sucos, minimizando a
geracdo de residuos, diminuindo a viscosidade e com isso, facilitando o processo de filtracdo.
Assim, estas enzimas constituem componentes importantes na tecnologia de suco de frutas e
devem ser estudadas para otimizar o processo permitindo a viabilizagdo de seu uso.

De acordo com Bui, Bauc e Pettolino (2006) o fruto noni possui 67% de
substancias pécticas no conteido de carboidratos totais, além de alto teor de compostos
fenolicos e gomas. Desta forma, ¢ imprescindivel a aplicacdo de complexos enzimaticos

hidroliticos.
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Existem muitos estudos relacionados com a otimiza¢do do tratamento enzimatico
para o processo de liquefagdo e aumento de rendimento de polpa de fruta. Porém, ainda nao
foram encontrados dados na literatura relacionados a atuacdo de complexos enzimaticos
comerciais na polpa de noni.

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da maceragao
enzimatica da polpa de noni, de forma a proporcionar um incremento e viabilizagdo na
producao de seus derivados, sendo feita a caracterizagdo fisico-quimica e quimica da polpa de
noni, caracterizacao das preparagdes enzimaticas comerciais utilizadas e estudo da influéncia
dos tipos e concentragdes de enzimas adicionadas na polpa, bem como as condigdes

operacionais do processo enzimatico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Noni (Morinda citrifolia L.)

Morinda citrifolia Linn ¢ uma planta conhecida popularmente como noni,
originaria do Sudeste da Asia e Australia e, subseqilentemente, foi distribuida em toda a
regido do Pacifico, principalmente nas ilhas da Polinésia Francesa, onde se situa o Taiti. Foi
uma das plantas que os colonizadores polinésios do Havai levavam em suas canoas porque
valorizavam a sua utilizagdo como medicamento ¢ como corante (NELSON, 2001). Assim, ¢
uma planta tipicamente encontrada nas ilhas do Havai e Taiti (WANG et al., 1999; WANG;
SU, 2001).

O noni, nome hawaiano, apresenta outras denominagdes dependendo da cultura de

99 ¢

cada pais e regido como: “Indian Mulberry”, “nuna” ou “ach” na India, “ba ji tian” na China,

13

“nono” no Tahiti e Raratonga, “Cheesefruit”, “great morinda” e *“ canary Wood” na
Australia, “Mengkudu” na Malésia, “nhau” no Sudeste da Asia, “Painkiller Tree”ou
“Polynesian Bush Fruit” no Caribe, “Grand Morinda” no Vietnan ¢ “Bumbo” na Africa
(ELKINS, 1998; MORTON, 1992; NELSON, 2001; ROSS, 2001).

A planta do noni tem sido utilizada pelos Polinésios, tanto como alimento como
para fins medicinais, por mais de 2000 anos (EARLE, 2001). Na farmacopéia tradicional
alega-se que a fruta previne e cura varias doencas, onde € usada principalmente para estimular
0 sistema imunologico, portanto, para combater bactérias, infec¢des virais, parasitarias,
fungicas e também para prevenir a formagao e a proliferacdo de tumores, incluindo malignos
(DIXON; MCMILLEN; ETKIN, 1999; EARLE, 2001; McCLATCHEY, 2002). Entre as
enfermidades e afec¢des mais tratadas encontram-se: alergia, artrite, asma, cancer, depressao,
diabetes, hipertensdo, distirbios menstruais, musculares, obesidade, Ulceras gastricas, dores
de cabeca, inibicdo sexual, insdnia, depressdo, estresse, problemas respiratorios, AIDS,
esclerose multipla e dependéncia de drogas (McCLATCHEY, 2002; WANG et al., 2002).

Praticamente todas as partes da planta de noni sdo utilizadas e a cada uma delas
sdo atribuidas propriedades medicinais diferentes. A casca, a qual é atribuida propriedade
adstringente, ¢ utilizada no tratamento da maléria; as folhas sdo usadas como analgésico e

para inflamagdes externas; as flores sdo empregadas no tratamento de inflamacdes oculares; o

extrato das raizes ajuda a baixar a pressao sanguinea; as sementes sdo utilizadas como laxante.
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O fruto ¢ a parte da planta de mais ampla utilizagdo, sendo varias as aplicacdes, entre estas:
antibactericida, analgésico, anticongestivo, antioxidante, expectorante, antiinflamatdrio,
adstringente, emoliente, emenagogo, laxativo, analgésico, hipotensor, purificador do sangue,
imunoestimulante e tonico (ELKINS, 1997). Também ¢ atribuida ao fruto, agdo
anticancerigena (RODRfGUEZ; PINEDO, 2004).

Atualmente o noni ¢ encontrado em vérias partes do mundo, como nas regides
tropicais da Africa (Centro e Sul), no Caribe, Australia, China, Malasia, Indonésia, {ndia
(LUBECK; HANNES, 2001), na América do Norte e América do Sul (ROSS, 2001). Por ser
uma planta resistente nasce em qualquer lugar. Os frutos maduros sdo distribuidos por
diversos animais incluindo morcegos. As sementes, que tém uma camara de ar, também sao
distribuidas no curso das correntes oceédnicas e isso tem contribuido significativamente para

essa propagacao e localizacao atual MACPHERSON et al., 2007).

2.1.1 Caracteristicas da planta

Classificac¢ao botanica

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Morinda

Espécie: M. citrifolia

Nome cientifico: Morinda citrifolia Linn*

OB I I I B )

*Carolus Linnaeus, (23/05/1707 — 10/01/1778); sueco botanico, fisico e zodlogo que classificou a planta
M.citrifolia, responsavel pelos fundamentos do esquema de nomenclaturas da taxonomia moderna.

O Género Morinda foi derivado de duas palavras em latim morus, amora, e
indicus, na India, devido a semelhanga do fruto de noni ao da verdadeira amora (Morus alba).
O nome da espécie indica a semelhanca da folhagem da planta para com algumas espécies de
citros (NELSON; ELEVITCH, 2006).

Dentre as caracteristicas da planta se destacam as suas habilidades as mais
diversas situagdes de clima, solo e sob estresses ambientais. E uma planta que cresce tanto em
florestas de solos férteis, como em areas de baixa fertilidade em terras arenosas e em solos

poucos profundos e rochosos (NUNES et al., 2009). Conforme descrito por Nelson e Elevitch
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(2006) ¢ uma cultura tolerante aos efeitos salinos e alcalinos dos solos e se desenvolve tanto
em regides de clima seco como de clima umido.

Morinda citrifolia ¢ um arbusto ou arvore pequena (Figura 1A), mede 3-10m de
altura (DIXON; MCMILLEN; ETKIN, 1999; ELKINS, 1998; MORTON, 1992; ROSS,
2001), ¢ perene e de clima tropical e temperado, onde freqlientemente cresce em dareas
florestais e em regides costeiras, com cerca de 400 metros acima do nivel do mar (LUBECK;
HANNES, 2001; McCLATHEY, 2002; WANG et al., 2002) . Desenvolve-se bem em solos
vulcanicos ricos em minerais, apesar de também se desenvolverem em solos arenosos ou
muito umidos (McCLATHEY, 2002; WANG et al., 2002). Considerada muito resistente e de
boa longevidade, quando se desenvolve exposta ao sol e sem a presenca de ventos frios
dificilmente é infectada por doengas ou atacada por insetos (GERMOSEN-ROBINEAU,
1995). Quando a planta ¢ madura resiste a seca seis meses ou mais, € quando cresce em
condig¢des aridas pode passar a vida toda em completa seca (NELSON; ELEVITCH, 2006).

O tronco, apresentando lenho amarelo e ramos tetragonais até subcilindricos, pode
atingir cerca de 15 cm de didmetro (VEIGA et al., 2005). Os galhos jovens sdo angulares e
observam-se ranhuras (estrias). As folhas sdo elipticas (Figura 1B), opostas com margens
onduladas, possuindo coloragdo verde brilhante na face superior e opaca na inferior
(McCLATHEY, 2002; WANG et al., 2002) e apresentam uma grande variedade no tamanho
(5-17 em de comprimento, 10-40 cm largura) (CARDON, 2003; DIXON; MCMILLEN;
ETKIN, 1999; ELKINS, 1998; MORTON, 1992; ROSS, 2001).

Bt o i

Figura 1- Planta Morinda citrifolia (A) e suas folhas (B)
(Fonte: Antonia Alais da Silva Correia)
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As inflorescéncias axilares apresentam-se em capitulos solitdrios e as vezes em
nimero de 2 a 3 por axila, sendo o pedunculo glabro, de 1 a 3 cm de comprimento. As flores
tubulares, sésseis e unidas basalmente, apresentam corola branca ou esverdeada; possuem de
4 a 6 estames, com anteras e estigmas medindo at¢ 5 mm de comprimento (VEIGA et al.,
2005). Essas pequenas flores brancas tubulares sdo agrupadas e inseridas no pedunculo. Os
peciolos deixam marcas anelares nas hastes e coroa branca esverdeada, conforme apresentado
na Figura 2A (DIXON; MCMILLEN; ETKIN, 1999; ELKINS, 1998; MORTON, 1992;
ROSS, 2001).

Os frutos (Figura 2B), aparecem reunidos em um sincarpo de 4 a 12 cm de
diametro (VEIGA et al., 2005) sdao ovais (3-10 cm de comprimento e 3-6 cm de largura) e
possuem uma superficie grumosa coberta de secgdes com formatos poligonais castanhos e
varia de cor verde para amarelo ou branco opalescente quando maduros, podendo chegar a
pesar 800 gramas (GERMOSEN—ROBINEAU, 1995; McCLATHEY, 2002; WANG et al.,
2002). A polpa, creme, carnosa e suculenta, apresenta sabor e aroma ndo muito agradaveis,
lembrando o sabor de um queijo maturado. As sementes, mais de 100 por fruto grande, sdao
triangulares a alongadas, marrons e medem entre 3 ¢ 10 mm de comprimento (VEIGA et al.,

2005).

Figura 2- Inflorescéncia, fruto do noni (A) e frutos de noni fora da planta mae (B).
(Fonte: Antonia Alais da Silva Correia)
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2.1.2 Colheita

Sob condigdes favordveis, a planta produz frutos cerca de nove meses a um ano
apods o plantio. Nesta fase, os frutos podem ser colhidos, mas eles geralmente sdo pequenos e
a producdo por arvore ¢ baixa, por isso, muitos produtores preferem ndo colher no primeiro
ano. Alguns agricultores optam por nao colher nem no primeiro e nem no segundo ano para
podar a planta. Isso resulta em uma planta com ramos mais verticais e laterais, e finalmente
produz maior rendimento de frutos. Além de ser uma planta bastante precoce, apos ter
iniciado a producdo da frutos o ano inteiro (NELSON, 2001).

No Havai os frutos sdo colhidos ao longo do ano embora existam padrdes
sazonais de floracdo e safra de frutos (fatores meteorologicos, fumigagdo e irrigacao). Dessa
forma, no inverno, a producao de frutas pode diminuir um pouco (NELSON, 2001).

E possivel encontrar frutos em diferentes estadios de maturidade na mesma planta
ao mesmo tempo (LUBECK; HANNES, 2001). A maturagio de um fruto pode ser definida
como a seqiiéncia de mudangas na cor, aroma e textura, conduzindo a um estado que o torne
comestivel, e, com isto, apropriados para o consumo in natura e/ou industrializacao
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Dependendo do programa de tecnologia pos-colheita adotado, os frutos podem ser
colhidos em diferentes estadios de maturacdo e continuam a amadurecer, a menos que
medidas sejam tomadas para retardar o amadurecimento. Assim, o noni ¢ um fruto
climatérico, pode ser colhido verde sem afetar a continuidade da maturacao fisiologica.

A evolugdo da cor e firmeza dos frutos quando amadurecem naturalmente na
planta ¢ relatada na Tabela 1. Quando verde, tem coloragdo da casca verde e com o
amadurecimento se torna amarelo palido ou esbranquigado, posteriormente cinza translicido e
finalmente torna-se castanho com a senescéncia (Figura 3). O fruto possui uma pelicula fina
(casca), facilmente retirada, quando o fruto estd maduro. Considerando a polpa, ocorre
mudanga de coloracdo, passando da cor branca para a amarela, a medida que o fruto

amadurece.
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Tabelal- Evolucédo da cor e da firmeza do fruto durante o amadurecimento*

Estadio de maturacdo Cor Firmeza
1 Verde escuro Muito duro
2 Verde amarelado Muito duro
3 Amarelo esbranquigado Muito duro
4 Amarelo esbranquigado Razoavelmente duro
5 Translucido - acinzentado Macio

*Fonte: CHAN-BLANCO et al., 2006.

Figura 3- Noni em diferentes estadios de maturacdo: Noni verde (A), noni verde amarelado (B), noni amarelo
esbranquigado (C), noni translicido, maduro (D) e noni marrom, em fase de senescéncia (E).
(Fonte: Antonia Alais da Silva Correia)

Segundo McKoy, Thomas ¢ Simon (2002) a mudanca de cor verde para amarelo
esbranquicado ocorre quando o fruto estiver totalmente maturado, estando pronto para o
consumo quando a casca estiver cerosa e semi-transliicida. A mudanga de estagio 4 para o
estagio 5 ocorre muito rapidamente (poucas horas), a polpa praticamente liquefaz, o fruto se
torna translicido e ocorre o desenvolvimento do caracteristico cheiro butirico
(CHANBLANCO et al., 2006).

Os frutos podem ser colhidos antes que comece o amadurecimento e enquanto
ainda estiver duro, favorecendo o transporte. Estes frutos sdo selecionados individualmente na
arvore e colhidos manualmente. A exposi¢do dos mesmos a temperaturas elevadas ou luz
imediatamente ap6s a colheita, ndo afeta a sua total qualidade. Antes do processamento, os
frutos amadurecem a temperatura ambiente por um dia ou mais, dependendo da finalidade da
aplicacdo (cha, suco, polpa, produtos dietéticos, etc). Para producdo de suco os processadores
compram o noni colhidos no estddio "duro branco" ja que os frutos tornam-se macio
rapidamente, uma vez que este estddio ¢ atingido (NELSON, 2001; NELSON; ELEVITCH,
2006).

A colheita feita antes do amadurecimento do fruto evita problemas com a
infestacdo de mosca da fruta. Frutas que amadurecem na planta também se tornam mais

susceptivel ao ataque por aves, morcegos ¢ outros animais (MACPHERSON et al., 2007).



2.1.3 Composic¢ao quimica da polpa

parecem ser solidos soluveis, fibras alimentares e proteinas (CHAN-BLANCO et al., 2006).
Em quantidade substancial estdo os hidratos de carbono, incluindo propor¢des variaveis de
sacarose, frutose e glicose (JENSEN et al., 2005). O teor de proteina do fruto ¢ 11,3% da
matéria seca a partir do suco e os aminodcidos principais sdo o acido aspdrtico, acido
glutdmico e isoleucina (CHUNHIENG, 2003). Elevada porcentagem de minerais, 8,4% da
matéria seca, também € verificada, e os principais sdo o potassio, enxofre, calcio e fésforo. As

principais vitaminas encontradas no fruto sdo o acido ascorbico, e provitamina A (CHAN-

BLANCO et al., 2006).

sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da polpa de noni.

A fruta contém 90% de agua e os principais componentes da matéria seca,

As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da polpa de noni (Morinda citrifolia)

Caracteristicas Chunhieng Shovic e Whistler Barros et al. Chan-Blanco et al. Silva et al.
(2003) (2001) (2008) (2007) (2009)*
pH 3.72 - 3,85 4 4,66-5
Umidade - - - 91,8 g/100g -
Matéria seca 9.8 £0.4% - - - -
AT - - 0,82% - 0,21-0,39%
Agucares totais - - 5,19% - -
ss? 8 - 8,4 73 4,83-10,33
Proteina 2.5% 0.4 2/100 g - - -
Lipideo 0.15% 0.30 g/100 g - 0.016 g/100g -
Glicose 11.9£0.2 g/l - - - -
Frutose 8.2+0.2 g/ - - - -
Potassio 3900 mg/1 188 mg/100 g - - -
Sédio 214 mg/1 21 mg/100 g - - -
Magnésio 14 mg/1 14.5 mg/100 g - - -
Calcio 28 mg/l 41.7 mg/100 g - - -
Vitamin C * - 155 mg/100 g 105,3mg/100g 316 mg/100 g 101-385mg/100g
Fenolicos - - 160,84 mg/100g - -

'AT - acidez titulavel (% de acido citrico), 2SS- Solidos soliveis (°Brix), *Vitamina C- 4cido ascorbico
(mg.100g" de polpa), *Valores minimos e méximos da composi¢io do noni em diferentes estadios de

maturagao.
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Os teores de acidez, dos frutos de uma maneira geral, ndo excedem 1,5 a 2,0
2.100g™, sendo compativeis com os valores encontrados na Tabela 2, existindo, no entanto,
raras exce¢des como em limdo e o maracuja que podem conter teores acima de 3 g.100g” e a
tamarindo que pode conter até 18 g.100g™ (IAL, 2005).

O acido ascorbico (vitamina C) ndo ¢ sintetizado pelo organismo humano, o que
torna indispensavel sua ingestdio mediante dieta, sendo as frutas consumidas
preferencialmente in natura, as principais fontes dessa vitamina. A disponibilidade de frutos
ricos em vitamina C € importante no tocante a prevencdo e manifestacao de doencas, tornando
0 mesmo como um dos componentes nutricionais de maior importancia, sendo utilizado como
indice de qualidade dos alimentos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O fruto do noni ¢ rico em vitamina C, sendo uma 6tima fonte de acido ascorbico
que ¢ um nutriente amplamente relacionado com a atividade antioxidante em frutas. Dos
resultados encontrados na literatura, a vitamina C ¢ um dos atributos que apresenta maior
variagdo 105,3 — 385,16 mg.100g" de polpa, valores minimo e maximo respectivamente. Os
valores de vitamina C apresentados foram superiores a IDR para adultos que varia de 75
mg/dia para mulheres e 90 mg/dia para homens (Tabela 2).

Os principais aglcares soliveis presentes em frutos sdo glicose, frutose e sacarose
e o teor de aclicares normalmente constitui de 65 a 85 g.100g™ do teor de solidos soluveis
totais (CHITARRA; CHITARRA, 2005). De acordo com Chunhieng (2003) o noni apresenta
11,9 g/L de glicose ¢ 8,2 g/L de frutose.

Os polissacarideos extraidos do suco de noni foram parcialmente analisados pela
composicao de monossacarideo por cromatografia de camada fina de celulose. Segundo essa
analise inicial, eles sdo compostos de acido galacturdnico (GalA), arabinose (ARA),
galactose (Gal) e ramnose (RHA) (HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999).

Bui, Bauc e Pettolino (2006) relataram que a fragdo do suco de noni ¢ composta
de carboidrato (67% v/v). A fragdo polissacaridica ¢ constituida predominantemente por
galactose (53,6 mol%), Arabinose (13,6 mol%), 4cido galacturénico (17,9 mol%) e ramnose
(9,5 mol%). Analise de ligacao glicosidica sugere que a fragdo de polissacarideo contém
principalmente 0s polissacarideos pécticos homogalacturonana (4-GalpA),
ramnogalacturonana I (4-GalpA, 2-Rhap, 2,4-Rhap), arabinana A (5-Araf, 3,5-Araf, t-Araf),
tipo [ arabinogalactana (4-Galp, 3,4-Galp, t-Araf) e b-glicosil-Yariv obrigatério
arabinogalactana tipo II (3,6 -- Galp, t-Araf). Os baixos niveis de xiloglucana (4-Glcp, 4,6-
Glep, t-Xylp, t-Fucp), heteroxilana (4-Xylp) e heteromanana (4-Manp) também estiao

presentes.
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Os minerais constituem um grupo de elementos largamente distribuidos na
natureza e exercem um papel fundamental em diversas fun¢des do organismo humano. As
frutas em geral apresentam em sua composicdo uma grande variedade de sais minerais
essenciais, 0 que as tornam uma rica contribui¢do para a dieta humana (FRANCO, 1992). Dos
minerais, contidos no noni, o que se apresenta em maior quantidade ¢ o potéssio (Tabela 2).

Durante o amadurecimento de frutos ocorre o aumento progressivo do teor de
solidos soluveis totais, em decorréncia da transformagao dos polissacarideos insoluveis em
acucares soluveis (MELO; LIMA; NASCIMENTO, 2000). A acidez ¢ um importante
parametro na apreciagdo do estado de conserva¢do de um produto alimenticio. Geralmente,
um processo de decomposicdo, seja por hidrdlise, oxidagdo ou fermentacdo, altera quase
sempre a concentracao dos ions de hidrogénio e, por conseqiiéncia, sua acidez.

Silva et al. (2009) estudando frutos de noni em trés estddios de maturagdo
relataram elevado teor de solidos soluveis quando maduro (10,33 °Brix) e baixo quando verde
(4,83 °Brix). A acidez apresentou um acréscimo de 85,71% durante o processo de
amadurecimento do fruto, 0,21% no fruto verde e 0,39% no fruto maduro. A vitamina C
atingiu em média 243,16 mg.100 g’ de polpa, sendo que o fruto verde apresentou teor
73,67% maior quando comparado ao De vez.

Cerca de 160 compostos fitoquimicos ja foram identificados na planta Morinda
citrifolia, e os principais sdo compostos fenolicos, acidos orgéanicos e alcaldides. Os
compostos fenolicos foram descritos como o maior grupo de micronutrientes funcionais, os
mais importantes relatados sdo as antraquinonas (damnacanthal, morindona, morindina) a
rutina, asperulosido e escopoletina (CHAN-BLANCO et al., 2006; WANG; SU, 2001).

Segundo Chan-Blanco ef al. (2007) o noni ¢ uma fruta rica em polifendis (51,1
mg GAE/100 g). Os compostos fenolicos como, a rutina (6,06 + 0,41 ug/g) e a escopoletina
(27,9 £ 1,7 png/g) e o valor de 8,0 = 0,4 umol Trolox®/g mostra que o noni tem um importante
poder antioxidante.

Existem aproximadamente 51 compostos volateis verificados no fruto maduro
incluindo é4cidos organicos (4cido hexanoico, octanodico e acido asperulosidico), alcoois (3-
metill-3-buteno-1-o0l), ésteres (metil octanoato, metil decanoato), cetonas (2-heptanona) e
lactonas (E-6-dodeceno-y-lactona) (CHAN-BLANCO et al., 2006). As analises de aromas
mostram que os acidos organicos, especialmente o dcido hexandico e octandico constituem
70% de todos os compostos volateis identificados, e estes sdo responsaveis pelo cheiro

caracteristico do noni (CHAN-BLANCO et al., 2007).
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O contetido de etanol de 2663mg/L e os 658 mg/L de acido latico sugere que o
noni apresenta uma fermenta¢do durante o amadurecimento. O conteido de metanol (445
mg/L) confirma que esta fruta € rica em pectina (>1%) com alto grau de esterificacdo (57%)
(CHAN-BLANCO et al., 2007).

Um dos principais componentes encontrados na fruta sdo os alcaldides xeronina e
proxeronina (VEIGA et al., 2005). A Proxeronina ¢ precursora do alcaldide xeronina que

ativa as enzimas catalisadoras do metabolismo celular (CHAN-BLANCO et al., 2006).

2.1.4 Atividade bioldgica

Pesquisas estdo direcionadas para comprovar o que o conhecimento popular
defende, a utilizagdo do noni para preven¢ado e cura de algumas enfermidades.

As plantas contém varios componentes ativos medicinalmente que apresentam
diversos efeitos terapéuticos. Experimentos de laboratorio in vitro € in vivo com o suco,
extrato ou compostos isolados do noni realizados por pesquisadores e profissionais da area
médica demonstram que o noni pode conferir beneficios a saude por promover efeito
antimicrobiano, atividade anticancerigena, antioxidante, antiinflamatéria, analgésica e
cardiovascular (FURUSAWA et al., 2003; HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999; KAMIYA et
al., 2004; SALUDES et al., 2002; WANG; SU, 2001; WANG et al., 2002; ZIN; ABDUL-
HAMID; OSMAN, 2002).

2.1.4.1 Efeito antimicrobiano

Foi relatado que o noni inibe o crescimento de certas bactérias, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus morgaii, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella e Shigella (ATKINSON, 1956). O mesmo
autor afirma que o efeito antimicrobiano observado pode ser devido a presenca de compostos
fenodlicos, tais como acubin, L-asperuloside, alizarina, escopoletina e outras antraquinonas.

Outro estudo mostrou que um acetonitrila extraido do fruto seco inibiu o crescimento de
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Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Streptococcus pyrogene (LOCHER et al., 1995).

A atividade antituberculosa do Noni foi descrita por Saludes et al. (2002), que
mostraram que a fracdo hexano do extrato de Noni foi capaz de inibir o crescimento da
Mycobacterium tuberculosis em 89-95%. Muitos desses estudos tém demonstrado que o
efeito antimicrobiano ¢ dependente do estddio de maturagdo e de tratamento, sendo maior

quando a fruta esta madura, sem secagem (MACPHERSON et al., 2007).

2.1.4.2 Atividade anticancerigena

O potencial profildtico e terapéutico contra Sarcoma 180 foi investigado por
Furuzawa et al. (2003) utilizando uma substancia rica em polissacarideos chamada Noni-ppt
extraida da M. citrifolia. Os resultados mostraram que a atividade antitumoral de Noni-ppt
produziu a cura em 25% a 45% dos camundongos alogénicos e que esta atividade foi
completamente abolida através da administragdo concomitante de inibidores especificos de
macroéfagos (2-cloroadenosine), células T (ciclosporina) ou células natural killer.

As propriedades imunomodulatorias (capacidade para melhorar o sistema
imunologico do hospedeiro) do suco de noni tem sido proposta como a¢do anti-cancer. O
polissacarideo, composto de 4cido glucurdnico, galactose, arabinose e ramnose, extraido do
suco de noni apresentou uma possivel agcdo contra o carcinoma peritoneal de Lewis. Onde, a
administracao terap€utica do suco ativou as células peritoneais e assim aumentou o tempo de
sobrevivéncia dos camundongos (HIRAZUMI et al., 1996; HIRAZUMI; FURUSAWA,
1999). Foi proposto que os sucos de noni reprime o crescimento de tumores, estimulando o
sistema imunologico.

Wang e Su (2001), investigando o efeito preventivo do suco de noni sobre a
carcinogénese sugeriram que o mesmo possui efeito preventivo contra a formagdo de tumores
originados no DNA celular. Assim concluiram que o suco pode contribuir na prevencao de

estagios iniciais de cancer.
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2.1.4.3 Atividade antioxidante

Zin, Abdul-Hamid e Osman (2002) investigaram a atividade antioxidante dos
extratos das raizes, folhas e frutos da M. citrifolia. Os resultados mostraram que extratos nao
polares das trés partes da planta demonstraram possuir alta atividade antioxidante quando
comparados com antioxidantes classicos como o a-tocoferol e di-terc-butilmetil-fenol (BHT).

Foram isolados 19 compostos da M. citrifolia e avaliados quanto sua atividade
antioxidante. Deste total oito compostos demonstraram possuir potente atividade antioxidante:
narcissoside, borreriagenin, cytidine, deacetylasperuloside, dehydromethoxygaertneroside,
epi-dihydrocornin, methyl a-Dfructofuranoside e methyl B-D-fructofuranoside (SU et al.,
2005).

Zin, Abdul-Hamid e Osman (2002) avaliaram o extrato acetato de etila da fruta
noni e descobriram que o mesmo apresenta forte inibi¢do da oxidagado lipidica comparavel ao
mesmo peso de a puro-tocoferol e butil-hidroxitolueno.

A atividade antioxidante do suco foi analisada in vitro, através da avaliacdo da
capacidade potencial do suco em proteger as células ou lipideos de alteragdo oxidativa
promovida pelos radicais de anion superoxido. A atividade antioxidante foi comparada com
os da vitamina C, p6 de semente de uva e extrato da casca de pinheiro (pycnogenol). A
atividade para combater radicais anions superoxido (SAR) do suco noni mostrou ser 2,8 vezes
maior que a vitamina C, 1,4 vezes maior que o pycnogenol e 1,1 vezes maior que o p6 de

semente de uva (WANG; SU, 2001).

2.1.4.4 Atividade antiinflamatoéria

Li et al. (2003) investigaram in vitro a atividade antiinflamatoria de 24 espécies
de plantas australianas e chinesas, e observaram que a M. citrifolia em p6 possui atividade
inibitoria da enzima cicloxigenase COX-1.

Outro estudo mostrou que o suco de noni comercial tem um efeito de inibigao
seletiva em algumas enzimas cicloxigenase (COX-1 ¢ COX-2) envolvidas em atividade
antiinflamatdrias na mama, colon e pulmao (SU et al., 2001). A inibi¢do da atividade destas

enzimas pelo suco de noni foi comparada com outros antiinflamatérios tradicionais nao
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esteroidais, como aspirina, indometacina e um inibidor seletivo da COX-2, o celecoxibe. Os
resultados mostraram que a seletividade para a inibi¢do da COX-2 do suco comercial ¢é
comparavel com a do celecoxibe e sem efeitos colaterais.

McKoy, Thomas e Simon (2002) mostraram que os extratos, aquoso € etanolico,
do suco de noni possuem atividade antiedematogénica quando administrados tanto por via
oral quanto por via intraperitoneal, utilizando o modelo de edema de pata induzido por

carragenina.

2.1.4.5 Atividade analgésica

Pesquisas examinaram as propriedades analgésicas de um suco comercial em
ratos. Os resultados mostraram que ratos alimentados com 10% e 20% de suco de noni
tiveram maior tolerancia a dor (162% e 212%, respectivamente) comparado com o grupo
placebo (WANG et al., 2002). Uma equipe de pesquisadores franceses também estudou os
efeitos analgésicos e sedativos de noni em ratos. O extrato da raiz do noni (1,600 mg / kg)
apresentou atividade analgésica significativa nos animais, semelhante ao efeito de morfina
(75% e 81% de protecdo através de noni e morfina, respectivamente), e ele também se

mostrou ser nao-toxico (YOUNOS et al., 1990).

2.1.4.6 Atividade cardiovascular

Estudos tém demonstrado os efeitos do noni na prevencao da arteriosclerose, uma
doenca relacionada com a oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Metanol e
extratos de acetato de etila mostraram 88 e 96% de inibi¢do, respectivamente, de cobre,
induzindo a oxida¢do do LDL (usando o acido tiobarbitirico método reativa). Esse efeito
benéfico pode ser devido a presenga de ligninas e dimeros fenilpropandide (KAMIYA et al.,

2004).
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2.2 Suco de noni e seu comércio

O suco do noni ¢ comumente usado como um “milagre” de cura em muitos paises
tropicais, incluindo Taiti, Havai e as ilhas do Caribe (McKOY; THOMAS; SIMON, 2002).
Recentemente, o suco tornou-se um suplemento alimentar bastante consumido nos Estados
Unidos, Japao e parte da Europa. O crescimento em popularidade pode ser em parte atribuido
ao seu poder “cura-tudo”. Este suco vem sendo utilizado na medicina popular no tratamento
de doengas e/ou distirbios tais como: diabetes, diarréia, dores, hipertensao, artrite, estresse e
cancer (SU et al., 2005).

O tradicional processo da polinésia para a obtengdao do suco de noni consiste em
armazenar os frutos em recipientes fechados, por 4-8 semanas, recuperando o suco através de
lixiviagdo e / ou pressdo mecanica, pasteurizagdo e acondicionamento (NELSON, 2005). O
suco pode ser puro ou em mistura com outros sucos de frutas (geralmente de uva), para
melhorar a palatabilidade, podendo ser engarrafado com ou sem pasteurizagdo. Algumas
vezes o suco de noni € utilizado em combinacdo com outras substancias vegetais, como alho e
pimenta com intuito de aumentar sua eficacia (McKOY; THOMAS; SIMON, 2002;
NELSON, 2005).

O suco de noni comercial ¢ tradicionalmente feito pela fermentacdo das frutas em
containeres selados por dois meses a temperatura ambiente. Ja o suco fresco € feito por
compressao direta de frutas do noni (NELSON, 2005). Alguns sucos de noni sdo feitos
cozinhando os frutos por horas. Muitos habitantes das ilhas do Pacifico usam fermentacao
para fazer o suco de noni em casa, colocando as frutas em frascos ao ar livre sob o sol por
meses. O p6 normalmente ¢ feito por desidratacdo do puré de noni em um desidratador de ar
quente por um dia (MONIZ, 1994). Ap6s a produgdo, o suco e pd sao processados sob varias
condi¢des (RAM, 2002). No processamento e armazenamento a luz, temperatura, e oxigénio
podem promover reacdes quimicas indesejaveis que reduzem os beneficios de saude dos
produtos de noni aos consumidores. A qualidade dos alimentos funcionais é de fundamental
importancia, mas as formas em que o processamento € o armazenamento afetam as
propriedades funcionais dos produtos do noni ndo sdo conhecidas (YANG et al., 2007).

Cientistas americanos tomaram conhecimento do uso tradicional do suco de noni
na Polinésia Francesa, fundaram uma empresa ¢ introduziram o suco na América do Norte e
depois para mais de 50 paises do mundo (WESTENDOREF et al., 2007). De acordo com
Potterat e Hamburger (2007), os produtos derivados da fruta noni (Morinda citrifolia L.),
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eram comercializados na Unido Européia desde 1990, mas foi aprovado e registrado como
"Novos Alimentos" apenas em Maio de 2003. Contudo, para as marcas legalmente
registradas, no momento, sdo inumeras marcas no mercado ilegal, o que dificulta o controle
de qualidade (WESTENDOREF et al., 2007).

A industria do Noni cresceu enormemente nos ultimos 10 anos, com o grande
marketing feito mundialmente sobre o sumo, especialmente apos a aprova¢do do suco como
alimento atoxico e saudavel pela Unido Européia, (WEST et al., 2006). Os maiores mercados
de noni sdo América do Norte, Europa, Japdo, México, Asia e Australia com o mercado
mundial para esses produtos estimado em US$ 400 milhdes dolares (MACPHERSON et al.,
2007).

No inicio do ano de 2005, o suco do noni ja movimentava US$ 1,3 milhdes / més
no Brasil. A garrafa de um litro era vendida em média por R$ 160,00. A principal empresa
responsavel pelas vendas no Brasil tinha a meta de chegar a atingir 1 milhdo de consumidores
/ més. Ela atua em 73 paises e tem dez mil distribuidores. De 1996 a 2003 ela cresceu 7.400%
e suas vendas somaram US$ 2 bilhdes. Uma garrafa de noni é vendida a cada 1,8 segundos,
em todo o mundo (MELAMET, 2008).

O grande marketing comercial do noni no Brasil foi reflexo do papel econdomico
que este representa para os paises que o produzem. Existiam mais de 18.000 distribuidores
dos produtos derivados da Noni cadastrados no pais, sendo que o Brasil era o quinto mercado
de TAHITIAN NONI® no mundo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EMPRESAS DE
VENDAS DIRETAS, 2008).

Porém, o suco estava entrando no Brasil como suplemento alimentar sem qualquer
tipo de controle onde aqui era comercializado como medicamentos e de acordo com o
Decreto-lei brasileiro N° 986 de 21 de outubro de 1969 (Art. 3), o qual relata que todo
suplemento alimentar somente devera ser exposto ao consumo ou entregue a venda depois de
registrado no 6rgao competente do Ministério da Satde. Entdao, a ANVISA liberou em 29 de
maio de 2007 o informe técnico n® 25, referente a area de alimentos, que entitulou-se:
Esclarecimentos sobre a comercializagdo do suco de fruta noni (Morinda citrifolia). Neste
documento a ANVISA adverte: Com o intuito de proteger e promover a saude da populacao,
os produtos contendo noni ndo devem ser comercializados no Brasil como alimento até que os
requisitos legais que exigem a comprovacdo de sua seguranca de uso e registro sejam
atendidos (ANVISA, 2007). Portanto a comercializacdo de produtos do noni estd proibida no

Brasil.
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2.3 Processamento de frutos

No processamento de frutos as alteragdes nas propriedades funcionais (textura,
caracteristicas reologicas, extracdo do suco) sdo diretamente relacionadas as mudangas
estruturais nos polimeros da parede celular, em particular pectina e, em menor grau,
alteragdes na hemicelulose e material celulésico (BUGGENHOUT et al., 2009; SILA et al.,
2009).

A producdo de sucos de frutas envolve a transformacdo de tecidos solidos,
intactos e organizados em um sistema semifluido de células e fragmentos de paredes celulares
suspensas em um liquido celular. O suco estd contido no vactolo de cada célula
parenquimatosa do tecido comestivel da fruta. Para extrair o suco € preciso desorganizar os
tecidos, obtendo-se a polpa composta de paredes celulares e de liquido (SILVA, 1997). O
suco resultante das frutas despolpadas ¢ rico em particulas insoluveis e em materiais
suspensos constituidos, principalmente, por substancias pécticas, polissacarideos em geral
(como, por exemplo, celulose, hemicelulose e o amido), proteinas, taninos, metais e
microorganismos (KASHYAP et al., 2000b).

Assim, tornaram-se imprescindivel os estudos sobre a parede celular vegetal e
pesquisas sobre diferentes processos industriais que proporcionassem um melhor rendimento
na producdo de sucos com bom aspecto e dentro dos padrdes de qualidade. Existem técnicas
distintas, que de um ponto de vista historico, comecam com o uso do pildo, passam pelas

prensas e chegam até as enzimas pectinoliticas e celuloliticas (SILVA, 1997).

2.4 Parede celular vegetal

Paredes das células vegetais sdo matrizes de polissacarideos complexos com
diversas fun¢des estruturais e fisiolégicas. Em plantas superiores, a parede celular primaria ¢
predominantemente composta por agua, celulose, hemicelulose e pectina, e, em menor
extensdo estrutural glicoproteinas, ésteres fenolicos, covalentemente e ionicamente minerais €
enzimas (SILA et al., 2009).

A estrutura da parede celular ¢ altamente organizada, formada por uma rede de
celulose e hemicelulose embebida em uma matriz de polissacarideos pécticos conforme a

figura 4, o que fornece ao mesmo tempo resisténcia e flexibilidade (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Figura 4 - Estrutura da parede celular vegetal, adaptada.
Fonte: (http://micro.magnet.fsu.edu/cells/plants/cellwall.html)

A parede celular vegetal ¢ uma estrutura dindmica, cuja forma, composi¢ao e
propriedades sdo constantemente alteradas ao longo da vida celular em resposta ao
crescimento, diferenciagdo, ambiente e atividades da célula. Nas células vivas, a parede
celular influencia a taxa e a direcdo do crescimento celular, exercendo uma profunda
influéncia no desenvolvimento e morfologia vegetal. Assim, determina a forma da célula, a
textura do tecido e a forma final do o6rgdo vegetal (CARPITA; McCANN, 2000; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2001).

Morfologicamente a parede celular é divida em trés regides distintas, a lamela
média, a parede primaria e a parede secundaria. A lamela média ¢ a regido que une as paredes
primarias de células vizinhas. Esta camada intercelular ¢ rica em substancias pécticas
mergulhadas em meio aquoso (CARPITA; McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

A parede celular primaria ¢ o termo usado para denominar a parede celular das
plantas em crescimento, das células de tecidos vegetais suculentos e das células
parenquimaticas de folhas e frutos (MARCON, 2004). Quando o crescimento celular ¢
finalizado inicia-se o processo de diferenciacdo celular, com o inicio da formagdo da parede
secundaria, que se desenvolve a partir da primaria e se localiza internamente a esta, sendo

caracterizada pela presenca de lignina (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).


http://micro.magnet.fsu.edu/cells/plants/cellwall.html
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2.4.1 Celulose

A celulose ¢ o mais abundante polissacarideo da parede celular vegetal, presente
tanto nas paredes primdrias quanto nas secundarias. Ela constitui cerca de 15 a 30% da
matéria seca de parede celular primaria e ocupa cerca de 15% de seu volume. A celulose esta
localizada numa matriz entremeada por moléculas nio-celuldsicas, incluindo hemiceluloses,
pectinas e glicoproteinas (CARPITA; McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

A celulose ¢ produzida na forma de microfibrilas de celulose, semi-cristalinas em
cadeias lineares de B-(1—4) D-glicose ligadas por pontes de hidrogénio (DELMER, 1999).
Cada microfibrila de celulose contém aproximadamente 36 cadeias lineares de glicose, cuja
organiza¢do determina as propriedades mecanicas da célula e promovem o suporte e
resisténcia a parede celular (EMONS et al., 2002). Dentro da microfibrila, cada cadeia de 3-
(1—>4) D-glicose de aproximadamente 2-3 pum de comprimento comeca e termina em
diferentes pontos, permitindo que essa alcance um comprimento de centenas de micrometros
As microfibrilas tém de 5 a 15 nm de largura e estdo 20-40 nm espacadas entre si (CARPITA;
McCANN, 2000). Os modelos atuais da organizacdo microfibrilar sugerem que ela tem uma
subestrutura constituida de dominios altamente cristalinos unidos por ligacdes amorfas
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

Em geral se associam a celulose e a lignina na parede celular e sdo constituidas de
longas cadeias, muitas vezes com numerosas ramificagdes curtas, constituidas de uma ou
varias unidades monossacaridicas, que normalmente sdo diferentes daquelas que constituem a

cadeia principal (WHISTLER, 1993).

2.4.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos da matriz da parede celular, distintos de
celulose e pectinas, soliveis em dlcali e encontrados em paredes celulares primarias e
secundarias. Constituem cerca de 20% do peso seco da parede celular e representam um grupo
heterogéneo de polissacarideos em relagdo aos tipos de monossacarideos e a natureza das

ligagdes glicosidicas (DEY; HARBORNE, 1997; WONG; SADDLER, 1993). Os principais
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monossacarideos que compdem as hemiceluloses sdo D-xilose, D-galactose, D-glucose, L-
arabinose, D-manose e 4cido D-glucurénico (ROWEL et al.,2005). As principais
hemiceluloses sao as xiloglucanas e glucuronoarabinoxilanas que sdao constituintes de paredes
celulares primarias, além de mananas, glucomananas e galactoglucomananas (ALBERSHEIM
et al., 1996).

A hemicelulose mais abundante na parede primaria de dicotiledoneas ¢ o
xiloglucana. Este polimero possui uma estrutura de residuos de B-(1—4) D-glicose, com
cadeias laterais de xilose. Esses residuos de xilose podem ser substituidos por arabinose e
galactose, sendo que, dependendo da espécie, a galactose pode ser ainda substituida por
fucose. Os xiloglucanos sdao longos o suficiente (cerca de 50 a 500 nm) para se extenterem
entre a distancia de 2 microfibrilas unindo-as e formando assim, e formando assim uma rede
coesa com a celulose e promovendo um rearranjo espacial adequado. A formagdo dessa rede
envolve interagdes fisico-quimicas entre os polissacarideos e determina a maioria das

propriedades fisicas da parede celular (CARPITA; McCANN, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2004).

2.4.3 Substancias pécticas

Substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular
(ALMEIDA; BRANYIK; MORADAS-FERREIRA, 2005; JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005). Constituem um complexo coloidal de polissacarideos acidos, composto de residuos de
acido galacturonico unidos por ligagdes o-1,4, parcialmente esterificados por grupos metil
éster e parcial ou completamente neutralizadas por uma ou mais bases (ions sodio, potassio ou
amonio). Baseado no tipo de modificagdes das ligacdes da cadeia principal, substancias
pécticas sdo classificadas em protopectinas, acido péctico, acido pectinico e pectina.
(KASHYAP et al., 2000a).

As protopectinas, compostas por unidades de acidos galacturonicos ligadas ao
calcio por ligagdes idnicas de carater acentuadamente forte, sdo insoliveis em agua e estdo
presentes nos tecidos vegetais intactos, em condi¢des de hidrdlis restrita, produzem acidos
pectinicos ou pectina (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

Acido péctico ¢ uma designagdo aplicada a substancias pécticas compostas de
acido poligalacturdnico coloidal, onde os grupos carboxilas estdo essencialmente livres de

grupos metil éster (KASHYAP et al., 2000a) e seus sais sdo pectatos neutros ou acidos. Acido
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pectinico ¢ um grupo de compostos contendo acido poligalacturénico coloidal com poucos
grupos metil éster (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

As pectinas somam cerca de um ter¢o da matéria seca da parede celular de
dicotiledoneas e muitas monocotiledoneas, onde exercem diferentes fungdes. A maior parte
destes polissacarideos ¢ encontrada na lamela média das paredes celulares vegetais, onde sdao
importantes para a adesdo célula-célula. Ja as pectinas presentes na parede celular primaria
contribuem para a reten¢ao de agua e formacao de géis, que influenciam as propriedades
mecanicas da parede celular (CARPITA; McCANN, 2000).

As pectinas sdo constituidas principalmente de &acido D-galacturdnico e
acUcares neutros, tais como L-ramnose, L-arabinose e D-galactose. Sdo organizadas sob
forma de cadeia principalmente de residuos de acido D-galacturdnico unidos por ligagdo
glicosidica a-(1—4) formando uma cadeia linear. Os residuos de acido galactur6nico podem
ser parcialmente esterificados na posi¢do C-6 com metanol, assim como os grupos hidroxilas
nas posi¢des C-2 e C-3 podem estar parcialmente esterificados com acido acético (YAPO et
al., 2006).

As pectinas com mais da metade dos grupos carboxilas esterificados com o
metanol sdo chamadas de pectinas HM (high-methoxyl pectins), freqlientemente denominadas
apenas "pectinas" e tém poder de geleificacdo na presenca de agucares e acidos, enquanto que
as mesmas, com menos da metade dos grupos carboxilas esterificados com o metanol sdo
chamadas de pectinas LM (low-methoxyl pectins) e apresentam geleificacdo na auséncia de
acucares e na presenca de alguns ions metélicos, principalmente o calcio (LANG;
DORNENBURG, 2000; ORDONEZ, 2005; SILVA et al., 2005).

A estrutura deste polissacarideo contém 65% de acido galacturdnico (GalA) e ¢
bem diversificada, pois consiste trés tipos de fragdes conhecidas como a linear
homogalacturonana (HG) e as ramificadas, ramnogalacturonanas (RG). Homogalacturonana
(HG) consiste de ligagdes 1,4 a-D-GalA com 70 a 80% dos grupos carboxilas esterificados
com o metanol, enquanto ramnogalacturonana I (RGI) consiste no dissacarideo repetido
[—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(1—] para que uma variedade de diferentes cadeias de
gliconas (principalmente arabinana e galactana) fiquem presas aos residuos de ramnose (Rha)
em C-4. A ramnogalacturonana II (RGII) tem uma cadeia principal de HG com cadeias
laterais complexas unidas aos residuos de GalA em C-2 e C-3, possui alguns aguicares raros
como fucose, xilose, apiose e acido acérico, além dos agucares comuns como arabinose,
glucose, acido galacturdnico e glucurdnico (BUGGENHOUT et al., 2009; MARCON, 2004;
WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).



38

A estrutura convencional da pectina era formada pelas homogalacturonanas, com
ligagdes simples chamadas de “regides lisas” (smooth region) e as ramnogalacturonanas com
ramificagcdes contendo varios aglcares, chamadas de “regides em cabeleira” (hairy region),
como mostrado na Figura 5A. Entretanto, uma estrutura alternativa foi proposta por alguns
autores, na qual HG pode ser considerada como uma cadeia lateral da RG-I (Figura 5B), o que
causou grande impacto nos estudos de estrutura fina das pectinas (VINCKEN et al., 2003;
WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura convencional (A) e da alternativa recentemente proposta (B)
das pectinas.
Fonte: Willats, Knox e Mikkelsen (2006).
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2.5 Enzimas degradantes da parede celular

2.5.1 Celulases

De acordo com Da Silva, Franco e Gomes (1997), acredita-se que degradacao

completa da celulose ¢ necessaria a acdo sinergistica de quatro enzimas: endoglucanase,

celobiohidrolase, exoglucosidase e B-glucosidase:

X/
°

X/
°e

Endoglucanase (EG): Endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4) hidrolisam ligagdes

glicosidicas B(1—4) interna da celulose amorfa, liberando glicose, celobiose e
celodextrinas de varios tamnhos. Da sua acdo resultam também terminais livres para
a acdo da celobiohidrolase. A atividade de endoglucanases resulta em uma rapida
diminui¢do da viscosidade acompanhada da taxa de aumento dos grupos redutores.

Celobiohidrolase (CBH): exo-1,4-B-glicana celobiohidrolase (EC 3.2.1.91), degrada

celulose amorfa por remocaoconsecutiva de celobiose dos terminais ndo redutores.
As celobiohidrolases e endoglucanases atuam sinergisticamente para degradacgao
completa da celulose cristalina. Em relacdo as endoglucanases, as celobiohidrolases
apresentam uma maior capacidade de redugdo da viscosidade.

Exoglicohidrolase  (EXG): Exo-1,4-B-glicana glicohidrolase (EC 3.2.1.74)

hidrolisam consecutivamente a remog¢do de unidades de glicose de terminais nao
redutores de celodextrinas. A taxa de hidrdlise diminui proporcionalmente a
diminuicao do tamanho da cadeia.

B-glicosidase: B-D-glicosideoglicohidrolase (EC 3.2.1.21) clivam celobiose em
glicose e removem glicose de terminais nao redutores de pequenas celodextrinas. A
taxa de hidrolide das celobioses aumenta proporcionalmente a diminui¢do do
tamanho da cadeia. As B-glicosidases e as exoglicohidrolase tém em comum os
substratos de cadeia de glicose de 2 at¢ 6 unidades, podendo ser distinguidas
baseadas nas suas atividades relativas sobre os dois substratos celobiose e
celohexose. As B-glicosidases hidrolisam mais rapidamente a celobiose do que as
celobiohexoses, enquanto o oposto ocorre com as exoglicohidrolases (ALMEIDA,

2009; DA SILVA; FRANCO; GOMES, 1997).
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2.5.2 Hemicelulases

Devido a grande complexidade e heterogeneidade da rede hemicelulolitica a

sua hidrdlise requer a atuagdo de varias enzimas que atuam cooperativamente.

X/
°e

Xilanase: Endol,4-B-D-xilanase (EC 3.2.1.8) é uma endo-enzima que degrada
aleatoriamente a xilana, principal polimero das hemiceluloses constituido de
unidades de D-xilose, liberando xilo-oligossacarideos. Posteriormente, ocorre a
remog¢do seqiliencial de residuos de D-xilose através da hidrdlise dos xilo-
oligossacarideos a partir da extremidade ndo redutora pela acdo da B-xilosidase (EC
3.2.1.37) (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Arabinofuranosidase: a exoenzima o-L-Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) catalisa

a hidrolise da ligagdo glicosidica do terminal ndo redutor de polissacarideos
contendo residuos L-arabinosil de cadeias laterais ou de arabinoxilanas, arabinanas,
goma arabica e arabinogalactana. Essas enzimas podem hidrolisar as ligagdes
arabinosil a-(1—3) e (1—35) destes substratos (SAHA, 2000).

Galactosidase: a-Galactosidases (EC 3.2.1.22) catalisa a hidrdlise de
galactomananas e outros poli e oligossacarideos contendo galactose removendo
residuos ligados a-(1—06) e a-(1—3) (MOREIRA; FILHO, 2008).

Mananase: (EC 3.2.1.78) catalisa a remocao de manoses a partir do terminal nao
redutor das mananas e outros polissacarideos formados de residuos de manoses

(MOREIRA; FILHO, 2008).

2.5.3 Pectinases

As pectinases s3o um importante grupo de enzimas capazes de hidrolisar a pectina

presente na lamela média e parede primdaria das células vegetais (GOMES et al., 2007). As

enzimas pécticas podem ser divididas em protopectinases, pectinesterases e enzimas

despolimerizantes (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2000; KASHYAP et al., 2000a).

*
L X4

Protopectinases: solubilizam protopectina formando pectina soluvel altamente

polimerizada. Sao principalmente de dois tipos: protopectinase tipo A (PPase-A),

que reage com o sitio interno, isto ¢, a regido do acido poligalacturdonico da
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protopectina e, protopectinase tipo B (PPase-B) que reage com o sitio externo, ou
seja, com as cadeias de polissacarideos que podem estar conectadas as cadeias de
acido poligalacturonico, constituintes das paredes celulares.

+» Desmetoxilantes: pectina esterase, polimetilgalacturonato esterase ou PMGE (EC

3.1.1.11) catalisa a desesterificacdo dos grupos metil éster da pectina, liberando
metanol e H+, e convertendo pectina em polimero ndo esterificado (pectato). Esta
enzima atua preferencialmente no grupo metil éster da unidade de galacturonato
proxima a uma unidade de galacturonato nao esterificada. a apresenta valores de pH
6timo variando de 4 a 8 e temperatura 6tima de 40 a 50 °C5. Apresenta valores de
pH otimo variando de 4 a 8 e temperatura 6tima de 40 a 50 °C5.

+» Despolimerizantes: sdo subdivididas em hidrolase e liases.

e As hidrolases sao:

a. Polimetilgalacturonases (PMG): catalisam a clivagem hidrolitica
da ligacao glicosidica a-1,4 da pectina. Estas sdo subdivididas em endo-PMG (EC
3.2.1.15), que causa clivagem randomica da ligacdo glicosidica a-1,4 da pectina,
preferencialmente, na pectina altamente esterificada e exo- PMG (EC 3.2.1.15),
que causa clivagem sequencial da ligacdo gicosidica a-1,4 da pectina na
extremidade ndo redutora da cadeia da pectina.

b. Poligalacturonases (PG): (EC 3.2.1.15) hidrolisam ligagdes
glicosidicas a (1—4) entre dois residuos de acido galacturénico. E a maior enzima
com funcao hidrolitica, podendo ser classificadas de acordo com sua acao endo ou
exo do acido péctico. As endo-PG (EC 3.2.1.15) catalisa a hidrolise randomica da
ligacdo glicosidica a-1,4 do acido péctico As Exo-PG sdo subdivididas em Exo-
PG-1 (EC 3.2.1.67) que hidrolisa as ligagdes sucessivas do 4cido
poligalactur6nico a partir da extremidade ndo redutora, liberando 4acidos
galacturénicos livres ¢ Exo-PG-2 (EC 3.2.1.82), que hidrolisa as ligagdes
alternadas do 4cido poligalacturonico a partir da extremidade ndo redutora,
liberando acidos digalacturonicos livres. Possuem pH 6timo de atividade na regido
levemente 4cida e temperatura 6tima entre 30 e 50°C
e As Liases clivam a ligacdo glicosidica a-1,4 por trans-eliminacdo, resultando

em galacturonideo com um ligagdo insaturada no C4 e C5 na extremidade ndo
redutora do acido galacturonico formado. Nestas incluem:

a. Pectina-Liase (PMGL): pectina liase, polimetilgalacturonato liase

(EC 4.2.2.10) catalisa a B-eliminacdo entre dois residuos de 4cido galacturénico
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mais ou menos esterificados, sem absor¢do de dgua. Sdo classificadas em endo-
PMGL, que catalisa a quebra randomica da ligagao glicosidica a-1,4 da pectina e
exo-PMGL, que catalisa a quebra seqiiencial da pectina por transeliminagdo na
extremidade da cadeia. O pH 6timo ¢ em torno de 5,5 e temperatura 6tima entre
40 e 50 °C.

b. Poligalacturonato Liase (PGL): pectato liase catalisa a separacao
da ligacdo glicosidica a-1,4 do 4cido péctico por trans-eliminagio, requer Ca’"
para atividade. Sao divididas em endo-PGL (EC 4.2.2.2), que catalisa a clivagem
aleatoria da ligacdo glicosidica a-1,4 do acido péctico e exo-PGL (EC 4.2.2.9),
que catalisa a clivagem seqiiencial da ligagdo glicosidica a-1,4 do 4cido péctico na

extremidade da cadeia.

2.6 Utilizacdo das enzimas de maceracao

Em produtos de frutas, as enzimas tém sido utilizadas para os seguintes
propositos: quebram as cadeias poliméricas de carboidratos, tais como pectinas, celulose,
hemiceluloses € amidos, aumentando assim o rendimento do suco; melhoram o rendimento de
substancias contidas no fruto (4cidos e substancias que conferem aroma e cor); clarificam os
sucos; liquefazem completamente o fruto, aumentando o rendimento em polpa (GRASSIN;
FAUGUENBERGUE, 1996; OLSEN, 1995; YUSOF; IBRAHIM, 1994).

O tratamento enzimatico destrdi parcialmente as paredes celulares, especialmente
a estrutura das pectinas por acdo de poligalacturonase, pectina metil esterase e pectina liase,
provocando a degradagdao de componentes de elevado peso molecular. Este fenomeno ¢
responsavel pela diminuicdo da viscosidade da polpa, pois reduz o tamanho das
macromoléculas presentes pela hidrélise da pectina e proporciona uma maior separagdo entre
as fases solida e liquida (FARINA et al., 2007).

As transformacgdes verificadas com as pectinas conduzem ao aumento da fragao
solivel nos sumos e dai o rendimento em sumo ser o mais elevado para o caso do uso da
enzima pectinase. (FARINA ef al., 2007). Uma forma de aumentar ainda mais o rendimento
global do processo ¢ a utilizacdo de preparagdes enzimaticas que atuam simultaneamente nos
diversos componentes da matéria-prima (pectina, fibras e amido) (ZADERNOWSKI et al.,
2003).
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O efeito sinergistico da combinagdo de pectinases e celulases ¢ um processo
crucial no tratamento enzimatico da polpa para uma quase completa liquefacao das frutas e
dos vegetais. A hidrdlise enzimatica das paredes celulares aumenta o rendimento de extragao,
diminui o conteudo de agucares, de matéria seca soluvel, de acidos galacturonicos e a acidez
titulavel. A polpa resultante tem baixa viscosidade e a quantidade de residuos da polpa ¢
reduzida (UENOJO; PASTORE, 2007).

As preparagcdoes enzimdticas sdo formuladas de enzimas pectinoliticas, de
celulases, hemicelulases, proteases e amilases, constituindo um “coquetel” enzimatico. Esta
combinacdo chamada coletivamente de enzimas de maceracdo, ¢ usada na extracdo e
clarificagdo de sucos de frutas e vegetais, pois agem sinergisticamente degradando a parede
celular das frutas, que sdo ricas em celulose, hemicelulose e, principalmente pectinas
(SOUZA et al., 2003). A concentracao e tipo de enzimas aplicadas industrialmente dependem
da matéria-prima e do processo no qual a mesma serd submetida. A adi¢cdo de a-amilase e
amiloglicosidase, ativas a pH 4cido, sdo usadas no processamento de frutas contendo amido,
especialmente maca, para prevenir turvacdo (UENOJO; PASTORE, 2007). A hidrélise
enzimatica de substancias pécticas depende de diversos fatores fisico-quimicos, tais como
tempo de incubac¢do, concentracdo de enzima e temperatura de incubacao.

As enzimas de maceragdo sdo utilizadas apos o corte da matéria-prima para
macerar a polpa até a liquefagdo parcial ou total da fruta, diminuindo o tempo de
processamento ¢ melhorando a extracdo dos componentes da fruta. Apds a extracdo,
pectinases sdo adicionadas para clarificagdo e diminuicao de viscosidade para facilitar a
filtracao e concentragao (UENOJO; PASTORE, 2007).

O uso de enzimas tem-se revelado muito promissor em termos de rendimento em
sumo, proporcionando uma melhor utilizacdo da matéria-prima, aumentando a eficiéncia nas
operagdes unitarias do processo produtivo, no consumo energético e, em termos ambientais,
reduzindo os desperdicios produzidos (SUN et al., 2006; VORA; KYLE; SMALL, 1999;
ZADERNOWSKI et al., 2003). Ha que ter em conta que a utilizagdo de enzimas implica a
garantia de condigdes de pH e temperatura 6timas para a sua atuagdo. Caso isto ndo se
verifique, os resultados podem ser escassos ou mesmo piores. Alguns autores afirmam que
sem o uso de enzimas, ndo € possivel tornar a producdo de sumos de alguns frutos e vegetais
viaveis (HELBIG; LAPERCHE, 2001).

Segundo o Ministério da Satde (BRASIL, 2006), o emprego de enzimas e
preparagdes enzimadticas na fabricagdo de um alimento estd condicionado a sua necessidade

tecnologica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Matéria-prima
Os frutos de noni provenientes de um plantio localizado na cidade de Horizonte
(Cearéa-Brasil) foram colhidos no estadio de matura¢do verde e transportados para a unidade

de processamento da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza-CE, onde foram

armazenados em caixas plasticas a 21 = 2°C e 85 £+ 5% UR (Figura 6).

Figura 6- Frutos de noni armazenados em caixa plastica.
(Fonte: Antonia Alais da Silva Correia)

O processamento, em escala piloto, foi realizado apos uma pré-selecao dos frutos
maduros, descartando os frutos danificados e em fase de senescéncia avancada. Lavou-se os
frutos em agua contendo 200 mg de cloro ativo por litro em imersdo durante 20 minutos. Em
seguida, os frutos foram despolpados em uma despolpadeira bonina modelo 0.25 df
ITAMETAL para a remocgdo da casca e da semente. A polpa extraida foi embalada em sacos
de polietileno, selados em uma seladora Sulpack SP-350, e congelada a -20°C em freezer

doméstico (Figura 7) para analises posteriores.

Figura 7- Polpa de noni embalada em sacos de polietileno e congelada.
(Fonte:rononi.com)
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3.1.2 Preparagdes enzimaticas comerciais

As preparagdes enzimaticas comerciais utilizadas foram: Pectinex AR, Pectinex
Ultra SP-L, Pectinex Yield Mach, Ultrazym AFP-L, Viscozyme L, Shearzyme 500L, AMG
300L, Citrozym L e Termamyl cedidas pela Novozymes Latin America Ltda e Biopectinase
CCM, Biopectinase CT e Celluclast fornecida pela Quest international Ltda.

Figura 8 — Preparagdes enzimaticas comerciais
(Fonte: Antonia Alais da Silva Correia)

3.2 Metodologia

O trabalho foi dividido em duas etapas: experimento 1 e experimento 2. Os frutos
de noni utilizados nos dois experimentos foram provenientes da mesma regido, mas colhidos
em épocas diferentes. O lote 1 foi colhido em julho de 2007 e o lote 2 colhido em margo de

2009.

3.2.1 Experimento 1

3.2.1.1 Caracterizagdo da polpa de noni in natura — lote 1

Para a caracterizag@o da polpa de noni in natura foram realizadas triplicatas para

cada amostra as quais foram submetidas as seguintes determina¢des quimicas: umidade,
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cinzas, extrato etéreo, proteina, carboidratos, residuos insoltiveis em alcool (pectina,

hemicelulose, celulose) e amido, cujas metodologias estdo citadas no item 3.4.

3.2.1.2 Caracterizacdo da atividade das preparagdes enzimaticas comerciais

Para determinar a atividade enzimética das preparagdes enzimaticas comerciais
Pectinex AR, Pectinex Ultra SP-L, Ultrazym AFP-L, Viscozyme L, Shearzyme 500L, AMG
300L, Citrozym L, Biopectinase CCM, Biopectinase CT e Celluclast foram feitas duplicatas
para cada amostra as quais foram submetidas as andlises de poligalacturonases,
pectinametilesterases, pectinaliases, amilases, celulases, xilanases e invertases citadas no item

3.5.

3.2.1.3 Maceracao enzimatica

O tratamento enzimadtico foi feito adicionando uma concentragdo pré-determinada
de preparacdo enzimatica a 50 g de polpa, em erlenmeyer. Em seguida agitou-se a mistura
manualmente para que a preparagcdo enzimatica fosse misturada uniformemente na polpa e
levou-se a mesma para incubagd@o em um shaker orbital (150 rpm) por tempo e temperatura,
também pré-determinados. Nas amostras controle foi adicionado 4gua na mesma concentragao
em que a enzima foi adicionada na amostra macerada. Para cada amostra trabalhada fo1 feito
um controle geral, sem incuba¢do e outro controle com incubagdo, que serviram para
comparacao.

Ao final do tempo de agitagdo, as amostras foram submetidas a analises de teor de
polpa, agucares redutores e consisténcia.

Foram feitos varios tratamentos com diferentes preparacdes enzimaticas, diluigdes
de polpa e concentracdes de enzimas em temperatura pré-determinada e tempos de agitacao
distintos, seguindo a mesma metodologia descrita acima.

A representagdo das etapas de maceragdo esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9- Esquema do tratamento enzimatico das amostras maceradas e controle no experimento 1.

3.2.1.3.1 Sele¢ao da preparagao enzimatica

Foi realizado o tratamento enzimatico citado no item 3.2.1.3 de acordo com a
Figura 7 com todas as dez preparacdes enzimadticas: Pectinex AR, Pectinex Ultra SP-L,
Ultrazym AFP-L, Viscozyme L, Shearzyme 500L, AMG 300L, Citrozym L, Biopectinase
CCM, Biopectinase CT e Celluclast. A polpa foi diluida (1:1) polpa:agua adicionada de 2000
ppm de preparagdo enzimatica, incubada a 30°C por 0, 1, 2 e 4 h. Em seguida, as amostras
foram analisadas em relacdo aos ART (agucares redutores totais), consisténcia e teor de polpa,
citados no item 3.4., com duas repeti¢cdes para cada amostra.

ApoOs a conclusdo desta primeira etapa, apenas a preparacao enzimatica comercial
que demonstrou melhor desempenho na redugdo da consisténcia, foi selecionada para as

préximas etapas, que consistiram em otimizar a macera¢ao enzimatica da polpa de noni.
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3.2.1.3.2 Avaliacdo da adicao de dgua

Com a preparacao enzimatica mais eficiente, na concentracao de 2000 ppm, foram
realizados seis tratamentos enzimaticos semelhantes ao citado no item 3.2.1.3, variando a
dilui¢do. As razdes polpa:agua foram (1:0); (1:0,5); (1:0,75); (1:1); (1:1,5) e (1:2) nos tempos
de 0; 0,5; 1; 1,5 e 2h e temperatura de 30°C. Em seguida foram realizadas as analises de ART,
consisténcia e teor de polpa citados no item 3.4. Foram realizadas duas repeti¢des para cada

amostra.

3.2.1.3.3 Influéncia da concentragdo de enzima

ApoOs a determinacdo da preparagdo enzimatica € da melhor diluicdo, foram
realizados dez tratamentos enzimaticos semelhantes ao citado no item 3.2.1.3, variando a
concentragdo de preparacdo enzimadtica, que foi de 200, 500, 1000, 1500, 2000, 4000, 8000,
12000, 16000 e 20000 ppm nos tempos de 0; 0,5; 1; 1,5 e 2 h a 30°C. Utilizando duas
repeticdes para cada amostra, foram feitas as analises de ART, consisténcia e teor de polpa

citadas no item 3.4.

3.2.2 Experimento 2

3.2.2.1 Caracterizacdo da polpa de noni in natura — lote 2

Para a caracterizacdo da polpa de noni in natura do lote 2 foram realizadas
triplicatas de cada amostra as quais foram submetidas as seguintes andlises quimicas e fisico-
quimicas: umidade, cinzas, extrato etéreo, proteina, carboidratos, so6lidos soluveis totais
(SST), pH, acidez total titulavel (ATT), ratio (SST/ATT), vitamina C, agucares totais e

redutores, polifendis extraiveis totais, atividade antioxidante total, atividade de agua e



49

residuos insoliveis em 4lcool (pectina, hemicelulose e celulose + lignina),

cujas metodologias estdo citadas no item 3.4.

3.2.2.2 Caracterizacdo da atividade das preparagdes enzimaticas comerciais

Neste experimento 2 foram utilizadas 4 preparagdes enzimadticas, Viscozyme L,
Termamyl, Ultrazym AFP-L e Pectinex Yield Mach. Para determinar a atividade enzimatica
destas preparacdes comerciais foram feitas duplicatas para cada amostra as quais foram
submetidas as andlises de poligalacturonases, pectinametilesterases, pectinaliases, amilases,

celulases e xilanases, seguindo a metodologia citada no item 3.5.

3.2.2.3 Planejamento experimental

Para aperfeigoar o estudo da reducdo da consisténcia da polpa de noni através da
adi¢do de preparagdes enzimaticas comerciais foi utilizado um delineamento composto
central, fatorial para avaliar o efeito combinado de trés varidveis independentes, as quais
foram o tempo de incubagdo, a temperatura e a concentragdo das preparagdes enzimaticas
comerciais, codificadas respectivamente como x1, x2 e x3.

A faixa de estudo das varidveis tempo e concentracdo de preparagcdo enzimatica
foi determinada com base no experimento 1. Os valores minimo ¢ maximo para o tempo de
incubacdo foram fixados em 30 e 120 min, a temperatura de incubagdo de 30 e 45°C,
enquanto que para a concentragao de preparagao enzimatica foi 500 e 5000 ppm.

O delineamento completo consistiu de 17 combinagdes (incluindo trés repeti¢des
do ponto central), e foram realizados de forma aleatoria.

Cada preparacao enzimatica (Pectinex Yield Mach, Viscozyme L, AMG 300 L e

Termamyl) foi submetida aos 17 tratamentos conforme a Tabela 3.
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Tabela 3- Planejamento experimental com os niveis das variaveis e os tratamentos avaliados.

Tratamento x1 x2 x3 t (min) T(C) Conc. (ppm)*
1 -1 -1 -1 48 33 1400
2 1 -1 -1 102 33 1400
3 -1 1 -1 48 42 1400
4 1 1 -1 102 42 1400
5 -1 -1 1 48 33 4100
6 1 -1 1 102 33 4100
7 -1 1 1 48 42 4100
8 1 1 1 102 42 4100
9 -1,68 0 0 30 38 2800

10 1,68 0 0 120 38 2800
11 0 -1,68 0 75 30 2800
12 0 1,68 0 75 45 2800
13 0 0 -1,68 75 38 500
14 0 0 1,68 75 38 5000
15 0 0 0 75 38 2800
16 0 0 0 75 38 2800
17 0 0 0 75 38 2800

*Concentragio das preparagdes enzimaticas

3.2.2.4 Maceragao enzimatica

O tratamento enzimético foi feito adicionando uma concentragdo de preparagao
enzimatica (Tabela 3) & polpa diluida (com base na diluigdo selecionada no item 3.2.1.3.2),
em erlenmeyer. Em seguida agitou-se a mistura manualmente para que a preparagao
enzimatica fosse misturada uniformemente na polpa e levou-se a mesma para incubagdo em
um shaker orbital (150 rpm) por tempo e temperatura de acordo com o planejamento
experimental (Tabela 3). Para cada amostra realizada foi feito um controle adicionando agua
na mesma concentracdo em que a enzima foi adicionada na amostra macerada. Ao final da
maceragdo procedeu-se a inativacdo das enzimas através de aquecimento 4 80 °C/5 min. As
amostras resultantes foram submetidas as determinagdes de ART e teor de polpa, cujas
metodologias estdo citados no item 3.4.

A representacdo das etapas de maceragdo estd apresentada na Figura 10.
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Figura 10- Esquema do tratamento enzimatico das amostras maceradas e controle no experimento 2.

3.3 Tratamento estatistico

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) para testar a
diferenca entre os valores encontrados e para a comparagdo das médias foi aplicado o teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Utilizou-se o programa Statistica Statsoft (Tulsa, Estados Unidos), Inc aplicativo

computacional Statistica versao 7.0, 2004.

3.4 Métodos fisico-quimicos e quimicos utilizados na caracterizacio das polpas

3.4.1 pH

As medidas de pH foram realizadas em pHmetro digital QUIMIS modelo Q400A,
calibrado com solugdes tampao de pH 7,0 ¢ pH 4,0. Determinou-se o pH por imersao direta

do eletrodo na polpa (IAL, 2005).



52

3.4.2 Umidade

Foi determinada pelo método descrito por IAL (2005). Pesou-se 3g da amostra em
um cadinho de porcelana previamente tarado. Levou-se a estufa a vacuo a 70°C onde o
material foi dessecado até peso constante. Relacionou-se a perda de peso para 100g da

amostra integral, expressando os resultados em g.100g™ de polpa.

3.4.3 Cinzas

As cinzas foram determinadas, segundo o método recomendado por IAL (2005).
Pesou-se em cadinho de porcelana, previamente tarado, cerca de 2 g de polpa dessecada. Em
seguida, as amostras foram carbonizadas a temperatura de 200°C e em seguida, incinerou-se a
amostra em forno mufla a temperatura de 550°C. Deixou-se reduzir a temperatura da mufla
até aproximadamente 80°C, quando entdo o cadinho contendo o material foi transferido para
um dessecador. Resfriou-se e pesou-se a amostra para posterior calculo da quantidade de

cinzas obtida para 100 g da amostra integral, expressando os resultados em g.100g" de polpa.

3.4.4 Acidez total titulavel (ATT)

Para a determinacdo de ATT adicionou-se 0,5 g de polpa diluida em 50 mL de
agua destilada. Depois de homogeneizada a solugao foi filtrada com papel de filtro qualitativo
e adicionou-se 2 a 3 gotas de indicador fenolftaleina. Em seguida, foi feita a titulagdo com
solugdo de NaOH 0,1 M até a mudanca de cor para roseo claro. Os resultados foram expressos

em percentagem de acido citrico, segundo metodologia descrita pelo IAL (2005).



53

3.4.5 Solidos soluveis totais (SST)

As determinagdes de solidos soluveis foram feitas em refratometro digital
(ATAGO PR-101) com escala de 0 a 45 °Brix, através da leitura direta apds filtragdo, em
papel de filtro qualitativo, da amostra diluida 1:5 (p/p). Os resultados foram expressos °Brix,

de acordo com o IAL (2005).

3.4.6 Acucares redutores e totais

A determinagdo dos agucares redutores foi realizada segundo MILLER (1959),

utilizando o 4cido 3,5 dinitrossalicilico (DNS). Os resultados expressos em percentual.

3.4.7 Atividade de 4gua (AW)

A atividade de agua foi determinada através do medidor digital de Aw

(AQUALAB CX-2), com sensibilidade de 0,001 a temperatura de (28°C + 2°C).

3.4.8 Polifendis extraiveis totais

Os polifenois foram analisados segundo a metodologia descrita por Singleton e
Rossi (1965), com modificagdes. A determinacdo ¢ feita pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau utilizando acido galico como padrio de referéncia. Para obten¢do do extrato
utilizou-se uma dilui¢@o polpa:agua (1:1), homogeneizou-se durante 1 minuto, centrifugou-se
(3.000 rpm/ 10min) e filtrou-se. Em tubo de ensaio foram pipetados 100 pL do extrato e
adicionado 900 pL de agua, adicionados 1 ml do reagente Folin-Ciocalteau (1:9), agitado e
mantido por 5 minutos para reagir. Adicionou-se 2 ml de carbonato de sédio (10%) e 2ml de

adgua, novamente, foram agitados e mantidos por 30 minutos para reagir. Em
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espectrofotometro zerado com o controle (branco) foram feitas as leituras da absorbancia no

comprimento de onda de 765nm. O resultado ¢ expresso em mg de 4acido galico/100g.

3.4.9 Vitamina C

A vitamina C foi determinada por titulacdo com solucao de 2,6 diclocro-fenol-
indofenol (DFTI) 0,02% até coloragdo rosea claro permanente, de acordo com a metodologia de
Strohecker e Henning (1967). Pesou-se 5 g de amostra e diluiu-se em 50 mL de acido oxalico

1%. Os resultados foram expressos em mg.100g™ de polpa.

3.4.10 Proteina

A proteina foi determinada segundo o método micro Kjeldahl, recomendado pela
AOAC (1992), que consiste na determinacdo do nitrogénio total. Os resultados foram

expressos em g.lOOg’1 de polpa.

3.4.11 Extrato etéreo

Determinou-se de acordo com o método descrito nas Normas Analiticas do AL
(2005). Pesou-se cerca de 2 g de polpa dessecada, transferiu-se quantitativamente para um
cartucho de Soxhlet e cobriu-se a amostra com um pouco de algoddo. Utilizando-se um balao
volumétrico, previamente tarado, procedeu-se a extragdo em aparelho de Soxhlet, utilizando
hexano como solvente, durante 6 h. Ao final deste periodo, evaporou-se o solvente € em
seguida, colocou-se o baldo volumétrico contendo o material lipidico em estufa regulada a
105°C, durante 1h. Esfriou-se em dessecador e pesou-se. Pela diferenca de peso obteve-se a
quantidade de substancias lipidicas presentes na amostra sendo os resultados expressos em

mg.100g™ de polpa.
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3.4.12 Amido

Para a extracao do amido foi utilizada a metodologia de hidrolise acida. Pesou-se
5 gramas da amostra e adicionou-se aproximadamente 80 mL de 4gua. O material foi
centrifugado (3000 rpm/10 min) e lavado 3 vezes, descartando o sobrenadante. O residuo
obtido foi transferido para um Erlenmeyer (250 mL) com aproximadamente 150 mL de agua e
adicionou-se 5 mL de HCI (P.A). O material foi colocado no refluxo por 2 horas de fervura.
Ap6s este periodo o material foi resfriado, neutralizado com Na,COs (20 %) e filtrado, sendo
o sobrenadante recebido em baldo volumétrico de 250 mL o qual foi aferido com éagua
destilada. A determinacdo foi feita pela dosagem de agucares redutores, método do 3,5 dinitro
salicilato (MILLER, 1959), multiplicando o resultado pelo fator 0,9 para transforma-lo em

amido.

3.4.13 Pectina, hemicelulose, celulose + lignina

A pectina foi quantificada de acordo com a metodologia de Schieber, et al.
(2005). A analise teve inicio com a pesagem de 30 g de polpa, que foram diluidas em 300 mL
de etanol (80% v/v) em fervura, permanecendo em aquecimento por 1 h a 80°C. Centrifugou-
se a solucdo a 15000 g a 40°C durante 10 min. O residuo da centrifugacao foi lavado com
etanol 80% quente, em filtragdo a vacuo. O filtrado foi agitado a 150 rpm a 30°C com
acetona, por 12 h. Em seguida filtrou-se com papel de filtro e secou-se em exaustor por 24 h.
Assim obteve-se o AIR (residuo insoltivel em alcool). Para isolamento da pectina, tomou-se
0,8 g do AIR que foi suspenso em 50 mL de solucdo alcalina de EDTA (0,05 M NaOH; 0,5
mM EDTA) e deixado sob agita¢do por 1 h a 30°C. Em seguida, centrifugou-se a 15000 g
durante 20 min. Esta operacdo de adicdo de EDTA, agitacdo e centrifugag¢do foi repetida,
reservando o residuo para o isolamento da hemicelulose. Os dois sobrenadantes da
centrifuga¢do foram somados e o pH foi ajustado para 6,5 com solugdao de HCl. Em seguida, o
material obtido foi dializado utilizando membranas Dialysis tubing cellulose de tamanho 25 x
16 mm (SIGMA — ALDRICH) contra dgua destilada por 48 h. O material dializado foi
adicionado em etanol comercial na propor¢ao 3:1 (etanol/material dializado) para precipitagao

da celulose. Osistema ficou em repouso por 24h. Apods o repouso, a solucdo foi centrifugada a
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15000 g durante 20 min, séca (estufa a 60°C) e pesada. Para a obtencdo da hemicelulose o
residuo reservado do isolamento da pectina foi lavado com 100 mL de agua destilada, em
filtragdo a vacuo, e agitada por 5 h com 50 mL de solu¢do NaOH 16% (150 rpm/ 30°C). Em
seguida, o material obtido foi centrifugado 15000 g durante 20 min e o residuo reservado para
quantificar a celulose. Ajustou-se o pH do sobrenadante para 6,5 usando solu¢do de HCI e
submeteu-se a solugdo resultante & didlise, repetindo as etapas de isolamento da pectina. A
celulose + lignina foi determinada lavando-se o residuo reservado do isolamento da
hemicelulose, em filtracdo a véacuo, e adicionando-se 100 mL de agua destilada. O material
obtido foi dializado contra dgua, repetindo-se as etapas de precipitacdo em etanol comercial,
centrifugacdo, secagem e pesagem do residuo obtido. Apdés a pesagem, a amostra foi
incinerada em forno mufla a 550°C. A quantificacdo final dos carboidratos foi realizada
considerando a massa do AIR e da polpa, sendo os resultados finais expressos em g.100g" de

polpa. Na quantificacdo da celulose + lignina foi considerada a massa das cinzas.

3.4.14 Antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada através da atividade redutora frente ao
radical ABTS™, o cation do 4cido 2,2'-azinobis-3-etil-benzotiazolino-6-sulfonico (ABTS), a
partir da metodologia descrita por Re et al. (1999) com modificagdes. O radical ABTS™ foi
obtido pela reacdo de ABTS (7 mM, concentracdo final) com persulfato de potassio (140 mM,
concentragdo final) apds um periodo de 16 h a temperatura ambiente, no escuro. O radical
formado foi diluido com etanol até absorbancia de 0,7 £0,05 a 734 nm.

Para obtengdo do extrato, utilizou-se uma diluicdo polpa:dgua (1:1),
homogeneizou-se durante 1 minuto, centrifugou-se a 3.000rpm por 10min e filtrou-se. A
partir do extrato obtido, foi preparado quatro dilui¢des utilizando as aliquotas 6, 4, 2, 1 ml em
baldes de 10ml, em duplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 uL de
cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio e adicionou-se 3,0 mL do radical ABTS-+ e
homogeneizou-se em agitador de tubos. Apds 6 minutos de reacdo no escuro foi realizada a
leitura espectrofotométrica do produto final a 734 nm, utilizando o élcool etilico, como

branco.
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3.4.15 Consisténcia

Foi feita com a utilizagdo de um Consistometro de Bostwick (CSC Scientific) e
um crondometro. Colocou-se 50 g de amostra na parte superior do consistometro e disparou-se
a lavanca e o crondmetro ao mesmo tempo. Mediu-se a distancia que as amostras percorreram
através das marcas de graduacdo divididas em 0,5 centimetros na base do equipamento, no

tempo de 30 segundos (BYU, 2006).

3.4.16 Teor de polpa

Esta anélise foi feita segundo a metodologia de Koch (1971). Tomou-se 10 g de
amostra, colocou-se em tubos conicos graduados de polipropileno para centrifuga e levou-se
para centrifugagdo (em centrifuga HERAEUS nas seguintes condi¢des: 10 min, 12980 g e
23°C). Apos a eliminacdo do sobrenadante, foram feitos os calculos do teor de polpa por meio
da diferenca de peso da polpa, antes e depois da centrifugacdo, expressando o resultado em

percentagem.

3.5 Métodos utilizados na caracterizacio da atividade das preparac¢ées enzimaticas

Essas analises foram realizadas no inicio e no meio do experimento, para avaliar a
estabilidade das propriedades enzimaticas das preparagdes. Foram feitas duas repeti¢des para
cada amostra. As andlises foram realizadas de acordo com as seguintes metodologias:
poligalacturonases, xilanases, amilases e celulases segundo Couri et al (2000);

pectinametilesterases e pectinaliases de acordo com Jen e Robinson (1984).
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3.5.1 Poligalacturonases

Adicionou-se 0,1 mL de preparacao enzimatica comercial diluida em 4,0 mL de
solugdo de 0,25% de acido poligalacturonico (tampao acetato 200 mM, pH 4,5) nos tubos de
ensaio. Esta mistura reacional foi incubada por 30 minutos a 35°C em banho termostatico
(QUIMIS), com agitacao suficiente para manter a mistura em suspensdo da solucao de acido
poligalacturonico, e assim, facilitar a acdo da preparacdo enzimatica. Ao final deste tempo,
coletou-se uma aliquota de 0,1 mL da solu¢do para tubos contendo 1,0 mL de DNS,
paralisando a reagdo, homogeneizou-se, adicionou-se 0,9 mL de d4gua destilada,
homogeneizou-se novamente e aqueceu-se a 100°C por 5 minutos. Em seguida, foram
colocados 8 mL de agua, agitados e levados para leitura em espectrofotometro a 540 nm. Os
valores das absorbancias foram relacionados as respectivas curvas padrdes de DNS, segundo a
metodologia de Miller (1959). Os resultados foram expressos em unidades por mL (U de
enzima/mL). Uma unidade de atividade de poligalacturonase ¢ definida como sendo aquela

que libera 1 mmol de acido galacturdnico por minuto a 35°C.

3.5.2 Pectinametilesterases

Foram colocados 6 mL da preparagdo enzimatica em tubos contendo 30 mL da
solucdo de pectina citrica 1%. Posteriormente, realizou-se uma etapa de ajuste do pH para 7,0
usando NaOH 0,01 M durante 10 min com auxilio de bureta, agitador magnético e pHmetro.
Anotou-se o volume gasto de NaOH 0,01 M usado a partir da bureta e multiplicou-se pelo
fator de correcdo do NaOH 0,01 M, por 1000 e pela dilugdo e, em seguida, dividindo-se por
60, obteve-se a quantidade de unidades de pectinametilesterases. Uma unidade de
pectinesterase corresponde como a quantidade de enzima que libera 1 mmol de grupos

carboxilicos por hora de reagdo.
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3.5.3 Pectinaliases

Em tubos de ensaio adicionou-se 21 mL de tampao acetato 0,2M, pH 5,5; 2,5 mL
de solugdo de pectina 2% e 0,5 mL de CaCl, 0,01M. Em seguida, os tubos foram aclimatados
em banho termostatico a 35°C, sob agitacdo, por 10 min. Ao atingir a temperatura, adicionou-
se 1 mL da preparagdo enzimatica. Apds homogeneizacdo uma aliquota da amostra foi
transferida para uma cubeta e efetuou-se a leitura da absorbancia em espectofotometro a 235
nm, referente a absorbancia do branco reacional. O restante da amostra continuou na
incubacdo com agitagdo por 10 min, realizando-se uma nova leitura, referente a absorbancia
do tempo 10. O célculo das unidades de pectinaliases foi feito multiplicando-se a diferenca
das absorbancias por 0,1818 e pela diluicdo. Uma unidade de pectinaliase corresponde a

quantidade de enzima que libera 1 mmol de uronideos insaturados.

3.5.4 Amilases

Em banho termostatico a 37°C foi aclimatado 1 mL de solu¢dao 2% de amido e,
em seguida, adicionou-se 1 mL de preparacdo enzimatica comercial diluida, que foi incubada
a 37°C por 15 min, sob agitacdo. Posteriormente, a reacdo foi paralisada com 0,5 mL de
NaOH 1M e 1 mL desta solucdo foram entdo transferidos para tubos contendo 1 mL de DNS
paralisando a reac¢do, homogeneizou-se e aqueceu-se a 100°C por 5 minutos. Em seguida,
foram colocados 8 mL de agua, agitados e levados para leitura em espectrofotdometro a 540
nm. Os valores das absorbancias foram relacionados as respectivas curvas padroes de DNS,
segundo a metodologia de Miller (1959). Os resultados foram expressos em unidades por mL
(U de enzima/mL). A unidade de amilase ¢ definida como a quantidade de enzima que

hidrolisa 10 mg de amido em 30 min e a temperatura de 37°C
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3.5.5 Celulases

Foi colocado 0,9 mL de solugdo 1% de celulose em tubos e aclimatados em banho
termostatico a 40°C. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de preparagdo enzimatica comercial
diluida, incubando, sob agitacdo, por 60 min a 40°C. Para a paralisacdo da reacdo, foi
adicionado 1 mL de DNS homogeneizou-se ¢ aqueceu-se a 100°C por 5 minutos. Em
seguida, foram colocados 8 mL de dgua, agitados e levados para leitura em espectrofotometro
a 540 nm. Os valores das absorbancias foram relacionados as respectivas curvas padrdes de
DNS, segundo a metodologia de Miller (1959). Os resultados foram expressos em unidades
por mL (U de enzima/mL). Uma unidade de atividade de celulase corresponde a quantidade

de enzima que libera 1 mmol de glicose por minuto.

3.5.6 Xilanases

Colocou-se 0,5 mL de solu¢ao 1% de xilana em tubos e aclimatou-se em banho
termostatico a 60°C. Depois adicionou-se 0,5 mL de preparacdo enzimdtica comercial e
incubou-se por 10 minutos a 60°C, sob agitacao. Paralisou-se a reagdo com adicao de 1 mL de
DNS, homogeneizou-se e aqueceu-se a 100°C por 5 minutos. Em seguida, foram colocados 8
mL de agua, agitados e levados para leitura em espectrofotometro a 540 nm. Os valores das
absorbancias foram relacionados as respectivas curvas padrdes de DNS, segundo a
metodologia de Miller (1959). Os resultados foram expressos em unidades por mL (U de
enzima/mL). Uma unidade de atividade de xilanase corresponde a quantidade de enzima que

produz 1 mmol de agucar redutor (como glicose) por minuto a 50°C.

3.5.7 Invertases

Adicionou-se 0,5 mL de solugao sacarose 0,1 M a 0,4 mL de tampao acetato 100
mM com pH 5,0. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de preparacdo enzimatica comercial

diluida, que foram incubados por 30 min a 30°C, sob agitacdo. Paralisou-se a reacdo com
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adicdao de 1 mL de DNS, homogeneizou-se e aqueceu-se a 100°C por 5 minutos. Em seguida,
foram colocados 8 mL de 4gua, agitados e levados para leitura em espectrofotometro a 540
nm. Os valores das absorbancias foram relacionados as respectivas curvas padroes de DNS,
segundo a metodologia de Miller (1959). Os resultados foram expressos em unidades por mL
(U de enzima/mL). Uma unidade de atividade de invertase corresponde a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 mmol de grupos redutores (como glicose), por minuto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1

4.1.1 Caracterizagdo da polpa de noni in natura — lote 1

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores obtidos com a caracterizagdo quimica

da polpa de noni in natura.

Tabela 4- Caracterizagdo da polpa de noni in natura- lotel

Caracteristicas Valores '
Composigdo centesimal
e Umidade (g. 100g™) 89,44 + 0,01
e Cinzas (g. 100g™) 0,80 + 0,01
e  Extrato etéreo (g. 100g™) 0,33+£0,10
e Proteina (g. 100g™) 0,68 0,02
e Carboidrato total * (g. 100g™) 8,76 +£ 0,10
Valor calérico em Kcal * 40,74 +£ 0,47
AIR * (g. 100g™) 3,26+ 0,39
e Pectina* (g. 100g™) 1,76 + 0,21
e Hemicelulose* (g. 100g™) 0,65+0,10
e Celulose + Lignina* (g. 100g™) 0,88 £0,10
Amido (g. 100g™) 3,1+0,10

"Valores médios obtidos a partir da anélise de 3 amostras em base umida; “Carboidratos totais = 100 — (Umidade
+ Extrato Etéreo + Proteina + Cinzas); *Valor calorico= (carboidratos*4 + proteina*4 + lipideos*9); ‘AIR =
Residuos insoluveis em alcool; * Pectina, Hemicelulose ou celulose + lignina = (Peso do residuo seco x Peso do
AIR) / (0,8g / Peso da amostra) x100 (Segundo SCHIEBER et al., 2005).

A 4gua ¢ o maior componente do noni, variando entre 90 e 92 %. O valor de
umidade encontrado no presente estudo foi de 89,44 g.100g™, estando de acordo com valores

encontrados por Chan-Blanco ef al. (2006) e Chan-Blanco et al. (2007), 90 g.lOOg'1 e 91,8

gl OOg'l, respectivamente.



63

O teor médio de proteina encontrado na polpa de noni foi de 0,68 g.100g™ (Tabela
4). Este resultado foi proximo a 0,4 g.100g” encontrado por Shovic ¢ Whistler (2001) e
inferior a 2,5 g.100g™ encontrado por Chunhieng (2003).

O valor de extrato etéreo 0,33 g.100g” (Tabela 4) foi semelhante ao relatado por
Shovic e Whistler (2001) e maior que os valores relatados por Chunhieng (2003) e Chan-
Blanco et al. (2007), 0,15 g.100g™ ¢ 0,016 g.100g™", respectivamente.

Os diferentes valores encontrados pelos diversos autores se devem ao fato de
haver variagdes de clima, solo, ponto de maturagao e armazenamento de cada regido onde
foram colhidos os frutos.

O valor energético da polpa de noni é de 40,74 Kcal.100g" de polpa, em quase
totalidade determinado pelos carboidratos 8,76 g.100g™, pois os teores de proteinas e lipideos
apresentam valores baixos, como observado na Tabela 4.

O contetdo de residuos insoliveis em dalcool (AIR — “alcohol insoluble
residues”’) foi quantificado em 3,26 g.100g™, na sua maior parte determinado por pectina 1,76
2.100g™, pois o contetido de hemicelulose e celulose + lignina, foram 0,65 g.100g” ¢ 0,88

g1 OOg'] , respectivamente.

4.1.2 Caracterizagdo da atividade das preparagdes enzimaticas comerciais

As preparagcdes enzimdticas comerciais foram caracterizadas em fun¢do da
atividade de enzimas. Na Tabela 5 apresenta-se os valores de atividade determinados para as

preparacdes enzimaticas comerciais estudadas.
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Tabela 5- Caracterizagio das atividades das preparagdes enzimaticas comerciais .

Preparacoe PG’ PL? PME* Amilases Celulases  Xilanases Invertases

Enzimaticas (UmL") (UmL") (UmL") (U.mL") (U.mL")  (U.mL™ (U.mL™)
Pectinex Ultra SP-L 500,49¢ 17,16b 18,90b,c 24,86¢,d 5,84b 48,44b,c 49,14b
Pectinex AR 408,48¢ 1,45d 3,58c 20,20c,d 8,90b 176,5b,c 17,95¢
Viscozyme L 548,68c 25,34a 61,26a 171,55b 11,46b 58,56b,c 232,54a
Shearzyme 500L 947,73a,b 0,57d 8,47¢ 25,97¢ 1,83b 6234,07a 6,78f
Ultrazym AFP-L 833,14b 6,32¢c 29,98b 1,21g 16,08b 74,46b,c 17,12¢
Citrozym L 941,66a,b 1,02d 17,60b,c 17,91d,e 65,47a 211,50b 34,33d
Celluclast ND* 0,16d 16,95b,c 1,37g 74,44a 174,88b,¢ 0,20g
AMG 300L 21,57d 0,45d 50,84a 237,85a ND* 17,14c 47,67b,c
Biopectinase CCM 1022,55a 0,16d 18,25b,c 11,79e,f ND* 62,12b,c 42,38¢
Biopectinase CT 1046,81a 0,27d 5,21c 5,44t g ND* 21,30c 42.87b,c

" Valores médios obtidos a partir da analise em duplicata. Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. > PG = poligalacturonase; * PL =
pectinaliase; * PME = pectinametilesterase.* N.D. = Nio detectada.

A preparagdo enzimatica comercial Biopectinase CT foi a que apresentou maior
atividade de PG, ndo apresentando diferenca significativa (p > 0,05) das preparagdes
enzimaticas Biopectinase CCM, Shearzyme L 500L e Citrozym L. Estas duas ultimas
preparacdes enzimaticas ndo se mostraram diferentes de Ultrazym AFP-L. Contudo todas as
preparagdes enzimaticas citadas acima apresentaram-se diferente significativamente (p <
0,05) de Viscozyme L, Pectinex Ultra SP-L e Pectinex AR. A preparacao enzimatica AMG
300L apresentou o menor valor de PG, sendo diferente estatisticamente (p < 0,05) das demais
(Tabela 5).

Todas as preparacdes enzimdticas analisadas apresentaram baixa atividade em
relagdo 4 PL. Contudo a Viscozyme L apresentou a maior atividade, de 25,34 U.mL", sendo
diferente significativamente (p < 0,05) de todas as outras. A Pectinex Ultra SP-L apresentou a
segunda maior concentragao (17,16 U.mL™), destacando-se junto a Viscozyme L. As outras
apresentaram valores bem abaixo, entre 6,23 e 0,16 U.mL'l, nao sendo observada diferenca
significativa entre elas (p > 0,05) (Tabela 5).

As preparagdes enzimaticas Viscozyme L ¢ AMG 300L se destacaram pela maior
atividade de PME e ndao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre elas, mas
diferenciaram-se das demais. Foram seguidas por Ultrazym AFP-L, Pectinex Ultra SP-L,
Biopectinase CCM, Citrozym L e Celluclast, onde nao foi encontrada diferenga significativa

(p > 0,05) entre elas. Com excegdo da Ultrazym AFP-L, as preparacdes enzimaticas Pectinex
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AR, Shearzyme 500L e Biopectinase CT também ndo apresentaram diferenga significativa (p
>(0,05) (Tabela 5).

Como ja era esperado, por ter atividade declarada da enzima amilase, a melhor
preparacio enzimatica, em relacdo a amilase foi a AMG 300L (237,85 U.mL™). Viscozyme L
também apresentou alta concentracdo de amilases (171,55 U.mL'l), apesar ser diferente
significativamente (p < 0,05) da AMG 300L. As demais preparacdes enzimaticas obtiveram
valores menores, entre 22,97 ¢ 1,21 U.mL™".

Nas preparagdes enzimaticas Citrozym L e Celluclast foram detectadas as maiores
atividades da celulase e ndo foi encontrada diferenca significativa (p > 0,05) entre elas.
Pectinex Ultra SP-L, Pectinex AR, Viscozyme L, Shearzyme 500L e Ultrazym AFP-L
apresentaram valores menores, com diferenca significativa (p < 0,05) daquelas que se
destacaram, mas nao havendo diferenca entre elas.

Shearzyme 500L apresentou alta atividade de xilanases. As outras preparagoes,
apesar de terem xilanases, ndo atigiram valores proximos ao de Shearzyme 500L (Tabela 5).

A preparacdo enzimatica comercial Viscozyme L foi a que apresentou maior
atividade invertase, encontrando diferenca significativa (p < 0,05) com todas as outras
preparacdes enzimaticas. Pectinex Ultra SP-L foi a que apresentou a segunda maior
concentragdo, ndo diferindo significativamente (p > 0,05) da AMG 300L e da Biopectinase
CT. Estas duas tltimas ndo se mostraram diferentes (p > 0,05) da Biopectinase CCM.

No geral, Viscozyme L apresentou-se com maior concentragdo de PL, PME e
invertases, além de quantidades consideraveis nas demais enzimas analisadas, podendo ser
considerada a mais completa de todas. Enquanto que a Celluclast apresentou valores baixos e
pode ser julgada com a que contém menor atividade enzimatica, em relagdo as demais.

Em um estudo realizado por Spagnuolo et al. (1997), foi feito a caracterizacao de
algumas preparagdes enzimaticas comerciais, onde relataram 779,2; 523,1 ¢ 1,8 U.mL™ de PL
e PME juntas, 3,7; 32,8 ¢ 1,7 U.mL" de hemicelulases e 2335,1; 2313,9¢ 5,9 U.mL’ de PG
nas preparacgdes Pectinex, Viscozyme e Celluclast, respectivamente.

Sabendo que a polpa de noni apresenta pectina, hemicelulose, celulose e amido
(Tabela 4), as preparagdes enzimaticas comerciais escolhidas para o presente trabalho podem
agir em favor da maceracdo da polpa de noni, com destaque nas preparagdes enzimaticas com
maior quantidade de pectinases e amilases devido a maior concentragdo de pectina e amido na

polpa de noni, em relagdo a hemicelulose e celulose.
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4.1.3 Maceragdo enzimatica

4.1.3.1 Selecao da preparagao enzimatica

Foi estudada a eficiéncia de diferentes preparagdes enzimaticas em relagdo a
maceracdo da polpa de noni diluida (1:1) polpa:agua. As Figuras 11 e 12 representam os
resultados das andlises de consisténcia para a escolha da preparacdo enzimatica comercial na
maceragao da polpa de noni.

Os resultados dos experimentos controles, onde a polpa de noni foi incubada sem
a adicdo de enzima, comparada aos resultados dos experimentos macerados, ou seja, com
adicao de preparagdes enzimaticas, mostram que o aumento no fluxo da polpa esta associado
a adicdo das enzimas exdgenas.

A adicdo de 2000 ppm de preparacdo enzimatica promoveu diminuicdo na
consisténcia da polpa a partir de 1 hora de incubac¢do para a maioria das amostras, observado
por apresentarem fluxo de polpa muito superior aos das amostras controle (sem enzima
adicionada), indicando que, sem a adicdo destas preparacdes enzimaticas, a reducdo na

consisténcia da polpa ndo seria promovida.

24

20

16 Controle geral
m Controle 1h

12 Controle 2h

m Controle 4h

W Macerada1lh
8 B Macerada 2h
W Macerada 4h

Fluxo{cm)

Pectinex Ultra  Pectinex AR Viscozyme Shearzyme Ultrazim

Preparagdes Enzimaticas Comerciais

Figura 11- Consisténcia da polpa de noni diluida (1:1), macerada com 2000 ppm de diferentes preparacdes
enzimaticas a 30°C por até 4h. Amostras: controle geral (polpa sem adi¢do de preparagdo enzimatica, sem
incubacdo); controle 1h (polpa sem adi¢do de preparacdo enzimatica, lh de incubagdo); controle 2h (polpa sem
adi¢do de preparacdo enzimatica, 2h de incubacdo); controle 4h (polpa sem adi¢do de preparagdo enzimatica, 4h
de incubagdo); macerada 1h (polpa com adigdo de preparagdo enzimatica, lh de incubagdo); macerada 2h (polpa
com adigdo de preparacdo enzimatica, 2h de incubacdo) e macerada 4h (polpa com adi¢do de preparagdo
enzimatica, 4h de incubag?o).
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Figura 12- Consisténcia da polpa de noni diluida (1:1), macerada com 2000 ppm de diferentes preparacdes
enzimaticas, a 30°C por até 4h. Amostras: controle geral (polpa sem adicdo de preparacdo enzimatica, sem
incubac¢do); controle 1h (polpa sem adi¢ao de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo); controle 2h (polpa sem
adicdo de preparagdo enzimatica, 2h de incubag¢?o); controle 4h (polpa sem adicdo de preparagdo enzimatica, 4h
de incubagdo); macerada 1h (polpa com adi¢do de preparagdao enzimatica, 1h de incubagdo); macerada 2h (polpa

com adigdo de preparagdo enzimatica, 2h de incubagdo) e¢ macerada 4h (polpa com adi¢do de preparagdo
enzimatica, 4h de incubagdo).

Com excecdo das preparagdes enzimdticas Shearzyme 500L, AMG 300L e
Celluclast, todas as preparacdes enzimaticas avaliadas registraram elevada redug¢do na
consisténcia da polpa de noni, segundo a metodologia do aparato de Bostwick, ou seja, as
polpas maceradas apresentaram elevados valores de fluxo (>15 cm) ap6s 30 segundos depois
da abertura da armadilha. Contudo, as polpas adicionadas das preparagdes Biopectinase CCM
e Viscozyme L atingiram os maiores valores de fluxos no final do tratamento 16,0 e 16,5,
respectivamente.

Na polpa tratada com Shearzyme e AMG houve uma reducdo da distancia do
escorrimento. As preparacdes enzimaticas Viscozyme, Biopectinase CCM, Ultrazim,
Biopectinase CT, Pectinex Ultra, Pectinex AR, Celluclast e Citrozim aumentaram a distancia
de escorrimento com respectivamente 13,2 cm; 12,3 cm; 10,4 cm; 9,8 cm; 9,6 cm; 8,6 cm; 6,9
cm e 5,6 cm. O aumento da distancia percorrida representa redug¢do na consisténcia da polpa,
desta forma, ao final desta etapa selecionou-se a preparagdo enzimatica Viscozyme L como a
que apresentou maior redu¢ao na consisténcia da polpa de noni.

Observou-se uma reducdo do fluxo na amostra macerada com Viscozyme L
durante 4 h, mostrando que o tempo de 2 h ja ¢ suficiente para que essa preparagdo enzimatica
possa atuar na reducdo da consisténcia da polpa de noni.

As amostras maceradas obtiveram aumento significativo na concentragdo dos

acucares redutores totais em relacdo aos seus controles (Tabela 6), apresentando uma
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tendéncia de aumento dos agucares redutores apds a maceracdo. Este fato pode ser atribuido
a liberagdo de residuos de acidos galacturdnicos devido a atividade das enzimas pectinases
presentes nas preparagdes enzimaticas.

As preparacdes enzimaticas aumentaram o teor de agucares redutores em torno de

13%, com excecdo da Shearzyme e da AMG onde o aumento foi de apenas 7%.

Tabela 6- Valores dos agucares redutores totais (ART) da polpa de noni maceradas com diferentes preparagdes
enzimaticas comerciais'.

ART (mg/g)
Amostras Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com
Pectinex Ultra SP-LL  Pectinex AR Viscozyme L Sherazyme SOOL Ultrazym AFP-L
Controle geral2 25,58+0,16 ¢ 23,62+0,14¢ 23,46+0,39¢ 24,45+0,22¢ 26,86+0,04¢
Controle 1h° 25,53+0,03¢c 24,49+0,20d 19,31+0,17¢ 25,66+0,11b 23,57+0,16d
Controle 2h* 23,35+0,04d 25,69+0,11c  23,23+0,00c,d 25,07+0,15b,c 26,04+0,46¢
Controle 4h’ 26,86+0,56b 22,73+0,10f  22,44+0,33d 26,614+0,23a 28,32+0,27b
Macerada 1h° 24,82+0,02¢ 28,3140,18a 23,67+0,17c 21,70+0,20d 26,67+0,06¢
Macerada 2h’ 27,46+0,18b 26,40+0,34b,c  25,26+0,02b 26,75+0,13a 28,44+0,09b
Macerada 4h® 29,36+0,32a 26,93+0,20b 26,8340,30a 26,40+0,21a 31,43+0,05a
Amostras Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com
Citrozym L Celluclast AMG 300L Biopectinase CCM  Biopectinase CT
Controle geral2 23,38+0,16d 24,39+0,24d  27,10+0,05b,c 22,68+0,40c,d 24,17+0,04¢
Controle 1h’ 23,76+0,13¢c,d 22,1240,11e  26,47+0,29¢c,d 23,4140,10b,c 21,92+0,38d
Controle 2h* 24,41+0,22b,c 24,98+0,15d  26,43+0,24d 19,79+0,10f 24,66+0,06b,c
Controle 4h° 24,52+0,32b 25,66+0,22¢ 23,57+0,10e 22,41+0,02d 25,43+0,29b
Macerada 1h® 25,16+0,16b 26,63+0,03b  27,54+0,04b 20,21+0,20¢ 27,13+0,41a
Macerada 2h’ 29,93+0,06a 25,77+0,12¢ 27,70+£0,15b 25,76+0,06a 27,95+0,23a
Macerada 4h® 29,37+0,19a 28,26+0,06a 29,27+0,10a 23,60+0,38b 27,34+0,40a

' Valores médios obtidos a partir de duplicatas de amostras. > Polpa de noni sem adigio de preparagdo
enzimatica, sem incubagdo. * Polpa de noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo. * Polpa de
noni sem adigdo de preparagdo enzimatica, 2h de incubagdo. ° Polpa de noni sem adigio de preparagio
enzimatica, 4h de incubagio. ® Polpa de noni com adigio de preparagio enzimatica, 1h de incubagdo. ’ Polpa de
noni com adigio de preparagio enzimatica, 2h de incubagdo. ® Polpa de noni com adigdo de preparagio
enzimatica, 4h de incubagdo. *Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

As andlises de teor de polpa (Tabela 7) reforcam ainda mais o fato de que a
reducdo na consisténcia da polpa de noni tenha ocorrido pela adicdo das preparagdes
enzimaticas, uma vez que as amostras maceradas apresentaram novamente uma tendéncia a
reagirem diferentes significativamente das amostras controle, sendo que, desta vez

diminuindo. Esta reducdo do teor de polpa com a macerac¢do ocorreu, provavelmente, devido
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ao rompimento das estruturas da parede celular dos tecidos da polpa liberando a fase aquosa
(suco). Uma fracdo da pectina, chamada fracdo soluvel, distribui-se nesta fase aquosa e a
fragdo insoluvel, permanece ligada a parede celular, compondo a polpa (SILVA; FRANCO;
GOMES, 1997).

Tabela 7- Valores do teor de polpa das amostras de polpa de noni maceradas com diferentes preparagdes
enziméticas comerciais'.

Teor de polpa (%)
Amostras Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com
Pectinex Ultra SP-L.  Pectinex AR Viscozyme L Sherazyme SO0L.  Ultrazym AFP-L
Controle geral’ 24,25+0,38a 20,97+£0,00a,b  24,50+0,06a 21,07+£0,37b 23,30+0,40b
Controle 1h* 24,32+0,17a 23,49+0,31a 21,82+0,34b 23,16+0,21a 22,88+0,51b
Controle 2h* 22,024+0,01a 24,39+0,15a  23,08+0,48a,b 22,86+0,00a 24,34+1,13b
Controle 4h5 24,1144,58a 20,71£2,61a,b  23,01+0,28a,b 23,75+0,08a 27,96+0,14a
Macerada 1h° 14,98+0,33b 17,69+0,27b 11,90+0,90c 20,20+0,21b 14,49+0,23c
Macerada 2h’ 17,85+3,09a,b 19,65+2,34a,b 13,71+0,47¢ 23,50+0,38a 13,71+0,10c
Macerada 4h® 15,94+0,66a,b 17,32+0,14b 13,62+0,09¢ 23,35+0,18a 15,96+1,61c
Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com Polpa com
Amostras
Citrozym L Celluclast AMG 300L.  Biopectinase CCM  Biopectinase CT
Controle geral2 17,54+0,16¢ 21,89+0,04b 25,14+2,06a 24,06+0,42a,b 23,88+0,31a
Controle 1h* 19,93+0,00b 22,03£0,19b  22,77+0,27a,b 25,32+1,19a 21,92+0,42b
Controle 2h* 21,3340,14a 23,47+0,0la  22,7240,00a,b 22,75+1,37a,b,c 24,10+0,31a
Controle 4h° 20,48+0,11a,b 23,69+0,09a 20,48+0,27b 23,84+0,77a,b 24,14+0,68a
Macerada 1h° 14,71+0,12¢ 20,77+0,02¢  23,37+0,79a,b 14,24+0,41b,c 16,08+0,31c
Macerada 2h’ 16,57+0,75¢,d 19,80+0,42d  23,09+1,02a,b 12,02+7,02¢ 15,82+0,27¢
Macerada 4h® 15,68+0,26d,e 19,29+0,11d  24,03+0,38a,b 15,31£1,05a,b,c 16,40+0,14c

' Valores médios obtidos a partir de duplicatas de amostras. > Polpa de noni sem adigio de preparagio
enzimatica, sem incubagdo. * Polpa de noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo. * Polpa de
noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, 2h de incubagdo. ° Polpa de noni sem adigio de preparagdo
enzimatica, 4h de incubagio. ° Polpa de noni com adigio de preparagio enzimatica, 1h de incubagdo. ’ Polpa de
noni com adigdo de preparagio enzimética, 2h de incubagdo. ® Polpa de noni com adigdo de preparagio
enzimatica, 4h de incubagdo. *Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

As preparagdes enzimaticas Viscozyme L, BCCM, Pectinex Ultra, BCT,
Ultrazim, Pectinex AR, Celluclast, Citrozim ¢ AMG reduziram o teor de polpa em 44, 36, 34,
31, 31, 17, 11, 10 e 4 % respectivamente. Apenas a Shearzyme ndo reduziu. Portanto, a
preparagdo enzimatica mais eficiente na redug@o do teor de polpa do noni foi a Viscozyme L.

O aumento nos agucares redutores das amostras nao foi proporcional a reducio do

teor de polpa devido ao fato de que a hidrolise dos carboidratos originou uma série de
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produtos intermediarios incluindo poli e oligossacarideos, formados de residuos de actcares
redutores, que o método do DNS nio foi capaz de identificar (WOOD; BHAT, 1988).

A amostra macerada com Viscozyme L durante 4 h apresentou mesmo valor de
teor de polpa que a amostra macerada 2 h, porém nao diferindo estatisticamente entre si (p >
0,05) (Tabela 7), estando este resultado de acordo com a andlise de consisténcia, pois
comprova que o tempo de 2 h ¢ suficiente para que a Viscozyme L possa agir de maneira
eficaz na reduc¢ao do teor de polpa do noni.

A preparacao enzimatica Viscozyme L foi a preparacdo enzimatica mais eficiente
para o tratamento enzimatico da polpa de noni. Isso ocorreu provavelmente pelo fato da
Viscozyme L apresentar uma maior atividade de pectinases e amilases em sua composi¢ao, as
quais atuam na polpa de noni realizando a hidrélise da pectina e do amido, sendo coerente
com os dados apresentados na Tabela 4, os quais indicam que a polpa de noni possui uma
quantidade considerada destes componentes.

Aquino (2008) e Moura (2009) mostraram que a preparagdo enzimatica
Viscozyme L foi também a mais eficiente para o tratamento enzimatico da polpa de bacuri e
caja respectivamente.

Landbo, Kaack e Meyer (2007) utilizaram cinco preparagdes enzimadticas em
estudo de maceragdo enzimatica de suco do fruto do sabugueiro. A preparagdo enzimatica
Pectinex BE 3L, produziu um méximo rendimento do suco de 77%. O nivel de turbidez
diminuiu 30% apo6s a maceragdo em comparacao com a amostra controle.

Wilkins et al. (2007) observaram uma reducao no rendimento das cascas de uva
utilizando a seguinte combinagdo de preparagdes enzimaticas: Pectinex Ultra SP-L, Celluclast

e Novozym 188, onde foi liberado uma quantidade maior de suco.

4.1.3.2 Avaliacdo da adicao de dgua

Foi avaliado o desempenho da Viscozyme L através de uma maior variagdo de
dilui¢des, com o objetivo de encontrar a menor diluicdo, visto que, apesar da adicdo de agua
melhorar a acdo da preparacdo enzimatica na polpa, também promove um aumento no
volume, desfavoravel em relacdo ao processamento industrial. Foi estudada também uma
maior variagdo com um tempo menor de incubagdo, pois o tempo € fator relevante em escala

industrial.
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Na Figura 13 sdo apresentados os resultados da andlise de consisténcia para a
escolha da melhor diluicdo da polpa de noni. Observa-se um aumento no fluxo, ou seja, uma
crescente reducdo da consisténcia das amostras a medida que a agua ¢ adicionada, tendo as

amostras maceradas melhor efeito sobre as amostras controles.
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5 12 ® Macerada 0,5h
E W Maceradalh
L 8 W Macerada1,5h
m Macerada 2h
a
0 .
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Dilui¢Ges {polpa:agua)

Figura 13- Consisténcia da polpa de noni diluida com diferentes propor¢des, macerada com 2000 ppm de
Viscozyme L a 30°C por até 2h. Amostras: controle geral (polpa sem adigdo de preparagdo enzimatica, sem
incubagdo); controle 0,5h (polpa sem adi¢do de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagdo); controle 1h (polpa
sem adigdo de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo); controle 1,5h (polpa sem adigdo de preparacdo
enzimatica, 1,5h de incubag¢@o); controle 2h (polpa sem adigdo de preparagdo enzimatica, 2h de incubagdo);
macerada 0,5h (polpa com adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagio); macerada 1h (polpa com adigdo
de preparacdo enzimatica, lh de incubagdo); macerada 1,5h (polpa com adi¢do de preparagdo enzimatica, 1,5h
de incubagdo) e macerada 2h (polpa com adigdo de preparagao enzimatica, 2h de incubagio).

As amostras controles e maceradas sem adicdo de agua, ou seja, com diluigdo
polpa:agua (1:0) obtiveram o mesmo comportamento, ndo apresentando aumento no fluxo.
Através deste tratamento (1:0) pode-se observar o quanto a polpa de noni € consistente, pois a
distancia percorrida pela polpa é quase zero. E mostrado na Figura 11 que somente as
amostras diluidas em agua reagiram positivamente em relagdo a redugdo de consisténcia da
polpa a partir da maceracdo enzimatica. Desta forma, € necessario adicionar agua a polpa de
noni para que as enzimas possam atuar na reducao da consisténcia da polpa de noni.

A adicdo de dgua pode descaracterizar o produto, se este for um suco, pois a
designacao de suco de acordo com a legislagdao nao pode ter adi¢do de agua. Dessa forma, este
produto pode ser definido apenas como Suco Tropical que € o produto obtido pela dissolugao,

em agua potavel, da polpa da fruta polposa de origem tropical, por meio de processo

tecnologico adequado, ndo fermentado, de cor, aroma e sabor caracteristicos da fruta,
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submetido a tratamento que assegure sua conservacdo € apresentacdo até o momento do
consumo (BRASIL, 2003).

A maioria das amostras maceradas com diluicao polpa:agua (1:2) atingiram o
limite de detec¢ao do consistometro (24cm) antes do término da analise (30s). Este fato torna
o resultado desconhecido e, conseqiientemente impossibilita a conclusdo precisa da andlise,
pois a medida real do fluxo para essas amostras ¢ maior que 24 cm. Esta alta reducao da
consisténcia ocorreu, provavelmente, devido a elevada quantidade de 4gua na polpa. Assim,
podemos afirmar que a diluigdo 1:2 ndo ¢ adequada para o estudo da maceragao da polpa de
noni utilizando o consistometro de Bostwick.

As amostras maceradas 2h comparadas com seus respectivos controle geral,
diluidas (1:0,75), (1:1), (1:1,5) e (1:0,5) aumentaram a distancia de escorrimento com
respectivamente 11 cm; 10 cm; 8,5 cm e 7,5 cm. Sendo a diluigdo (1:0,75) a condi¢do que
apresentou maior redu¢@o na consisténcia da polpa de noni.

As amostras maceradas com dilui¢do polpa:dgua (1:0,75) e (1:1) apresentaram
valores muitos proximos entre si, obtendo elevada redugdo da consisténcia, quando
comparadas com seus respectivos controles. Como o objetivo ¢ selecionar a amostra com
menor dilui¢do que promova uma eficiente maceracao, foi selecionada a amostra com diluigao
polpa:agua (1:0,75).

Na figura 14 ¢ apresentado o consistometro de Bostwick com a polpa de noni

diluida em diferentes proporg¢des adicionada da preparagdo enzimatica Viscozyme L, por 2h.

Figura 14- Amostra macerada sem dilui¢do 1:0 (A); Amostra macerada diluida 1:0,75 (B); Amostra macerada
diluida 1:2 (C).
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Observa-se na Figura 14A que a polpa de noni, mesmo apos a adigdo da
preparacdo enzimatica continua bastante consistente, pois o fluxo percorrido pela polpa foi
extremamente pequeno, sem adicdo de dgua a enzima ndo reduz a consisténcia da polpa de
noni. Na amostra diluida 1:0,75 pode-se observar o quanto a enzima ¢ eficiente na liquefagao
da polpa. Ja a diluicdo 1:2 a polpa atingiu o limite do consistometro e a real leitura ndo pode
ser feita, sendo esta diluicdo inadequada para esta analise com o consistometro.

Na Figura 15 pdde-se comparar a amostra controle e a amostra com adi¢cdo da

preparagdo enzimatica Viscozyme L na polpa diluida 1:0,75.

Figura 15- Amostra controle diluida 1:0,75 (A); Amostra macerada diluida 1:0,75 (B).

Apenas a adi¢do de agua ndo ¢é suficiente para liquefazer a polpa de noni, a
distancia percorrida pela polpa na amostra controle foi de apenas 3,7 cm, enquanto que na
polpa macerada essa distancia atingiu 15 cm. Na figura 15B pode-se observar a redugdo da
consisténcia da polpa de noni e da quantidade de macromoléculas, devido a preparacao
enzimatica agir na polpa realizando a hidrolise da parede celular, proporcionando o aumento
da fracdo soluvel e a liquefacdo da polpa.

Moura (2009) relatou que ndo ¢ necessaria a adi¢do de agua a polpa de caja para
que se tenha uma redugdo da viscosidade, pois somente o tratamento com enzima na polpa
integral verifica-se esse efeito. Ao contrario do que foi observado por Aquino (2008) na polpa
de bacuri, onde somente a adi¢do de enzima ndo obteve um bom resultado na reducgdo da
consisténcia, necessitando utilizar a razao polpa:agua de 1:2.

A Tabela 8 apresenta os valores de aglcares redutores e teor de polpa das
amostras maceradas e seus controles em diferentes diluigdes de polpa:agua. As amostras desta
etapa apresentaram, como na etapa anterior, uma propensdo a aumentar significativamente a

concentracdo dos aglicares redutores e, de forma inversa, a diminuir o teor de polpa das
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amostras maceradas em relagdo aos seus controles, devido a a¢do das enzimas hidroliticas. A
medida que se adiciona agua, menor o teor de polpa e menor a quantidade de acucares
redutores, entdo busca-se a menor diluicdo em que a preparagdo enzimatica seja eficiente para

reduzir o teor de polpa e aumentar a concentragao de agucares redutores.

Tabela 8- Valores de agticares redutores totais (ART) e teor de polpa das amostras de polpa de noni maceradas
com Viscozyme L em diferentes razdes polpa:agua’.

ART (mg/g)
Amostras
(1:0) (1:0,5) (1:0,75) 1:1) (1:1,5)
Controle geral2 52,40+0,41¢ 37,30+0,79¢ 29,50+0,11e  25,68+0,33d 20,15+0,33¢
Controle O,Sh3 60,16+0,33¢ 43,60+0,15b 27,68+0,14f  25,21+0,25d 17,76+0,22d,e
Controle 1h* 56,39+0,10d 43,41+0,81b,c  30,76+0,21d  30,54+0,59c¢ 18,46+0,31d
Controle 1,5h5 56,72+0,65d 43,38+0,45b,c  30,73+0,21d  25,12+0,26d 18,85+0,24d
Controle 2h® 60,95+0,53¢ 42,40+1,02b,c  28,77+0,18¢  29,80+0,40c 17,10+£0,43¢
Macerada 0,5h7 62,20+0,06¢ 45,20+1,58a,b  32,19+0,12¢  31,19+0,04c  24,50+0,20a,b
Macerada 1h® 68,19+0,61a 44,2542 .78b 32,12+0,29¢  32,95+0,15b 23,39+0,28b
Macerada 1,5h9 65,07+0,01b 50,90+2,14a 33,87+0,35b  30,75+0,44c 23,57+0,34b
Macerada 2h"° 69,58+1,50a 46,95+2,16a,b  36,28+0,19a  36,37+0,45a 25,20+0,41a
Teor de polpa (%)
Amostras
(1:0) (1:0,5) (1:0,75) (1:1) (1:1,5)
Controle geral2 42,09+0,75¢  26,73+0,25a,b,c  24,37+0,06a  25,65+0,54a 19,17+£0,01a
Controle O,Sh3 44 41+0,39b,c  28,74+3,30a,b  22,33+3,08a  23,31+0,00b 17,87+0,26a
Controle 1h* 44,69+0,17b 28,43+1,57a,b  26,33t4,15a  26,90+0,40a 18,50+0,19a
Controle 1,5h5 43,90+0,85b,c 29,98+1,27a 24,05+0,22a  23,04+0,13b 18,98+0,09a
Controle 2h® 48,41+0,29a 28,27+£0,52a,b  22,42+0,01a  24,25+0,07b 17,28+0,02a
Macerada O,Sh7 25,85+1,26d 15,64+0,28¢ 12,93+1,22b  14,89+0,49¢c,d  11,72+0,32b
Macerada 1h® 23,99+0,59d  23,86+0,00a,b,c 14,34+0,19b  13,91+0,52d 10,79+0,39b
Macerada 1,5h9 23,62+0,04d 18,12+0,51b,c  14,11£0,02b 14,55+0,29¢,d  11,63+1,41b
Macerada 2h"° 24,66+0,25d 17,64+0,09b,c  14,91+0,43b  15,68+0,11c 12,57+0,43b

' Valores médios obtidos a partir de duplicatas de amostras. > Polpa de noni sem adigio de preparagio
enzimatica, sem incubagio. * Polpa de noni sem adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagdo. * Polpa de
noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, lh de incubagdo. ° Polpa de noni sem adigio de preparagdo
enzimatica, 1,5h de incubago. ® Polpa de noni sem adi¢io de preparagio enzimatica, 2h de incubagdo. ' Polpa de
noni com adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagdo. ® Polpa de noni com adigdo de preparagio
enzimética, 1h de incubagdo. ° Polpa de noni com adigdo de preparagdo enzimatica, 1,5h de incubagdo. ° Polpa
de noni com adi¢do de preparacdo enzimatica, 2h de incubagdo.*Médias seguidas da mesma letra nas colunas
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

As amostras maceradas da polpa diluida 1:0,75 apresenta valores de agucares

redutores bem proximos das maceradas diluida 1:1. Da mesma forma acontece com o teor de
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polpa, sendo que a reducdo do teor de polpa ao final da maceracdo foi de 38% nas duas
condi¢des. Como a quantidade de 4gua adicionada ¢ um fator relevante na escala industrial a

diluicao 1:0,75 ¢ mais adequada por ter menor quantidade de agua.

4.1.3.3 Influéncia da concentragdo de enzima

Nesta etapa foram comparadas diferentes concentragdes de Viscozyme L a polpa
de noni. Observando a Figura 16 podemos afirmar que as amostras maceradas com
Viscozyme L em todas as concentragdes estudadas apresentaram reduc¢do da consisténcia,
quando comparadas com seus respectivos controles, € quanto maior a concentracao de enzima

maior a distancia percorrida pela polpa.
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Figura 16- Consisténcia da polpa de noni diluida (1:0,75) macerada com diferentes concentragdes de
Viscozyme L a 30°C por até 2h. Amostras: controle geral (polpa sem adi¢do de preparagdo enzimatica, sem
incubagdo); controle 0,5h (polpa sem adi¢do de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagio); controle 1h (polpa
sem adi¢do de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo); controle 1,5h (polpa sem adigdo de preparacdo
enzimatica, 1,5h de incuba¢@o); controle 2h (polpa sem adigdo de preparagdo enzimatica, 2h de incubagdo);
macerada 0,5h (polpa com adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagdo); macerada 1h (polpa com adigdo
de preparag@o enzimatica, lh de incubagdo); macerada 1,5h (polpa com adi¢do de preparagdo enzimatica, 1,5h
de incubagdo) e macerada 2h (polpa com adigdo de preparacdo enzimatica, 2h de incubag@o).

A inclusdo de uma etapa de tratamento enzimatico em um processamento
industrial de frutas pode melhorar a qualidade do processo, aperfeigoando a linha de producao

e, até mesmo, eliminando algumas etapas. Contudo, o custo da preparagdo enzimatica e o



76

tempo de incubacdo precisam ser bastante estudados para ndo inviabilizarem o processo
(AQUINO, 2008).

A Tabela 9 fornece os valores obtidos da subtragdo da distancia percorrida pelas
amostras com seus respectivos controles, podemos observar que a concentragao de
Viscozyme L pode ser reduzida de 2000 ppm no tempo de 0,5h para 4000 ppm no tempo de

1,5 h, sem afetar sua eficiéncia.

Tabela 9- Incremento na distancia percorrida (em cm) pelas amostras de polpa de noni maceradas com
Viscozyme L'.

Concentragio de Viscozyme L (ppm)
Tempo de incubacao (h)

200 500 1000 1500 2000 4000 8000 12000 16000 20000

0,5 51 46 6,0 6,7 7,0 8,7 8,8 11,1 12,0 11,7
1,0 52 58 7.1 7,2 93 109 124 129 13,7 14,3
1,5 56 57 1719 7,8 10,3 11,4 15,1 15,2 14,5 15,0
2,0 59 59 72 8,1 11,0 11,9 13,2 14,7 16,5 15,1

1 N N = B
Valores obtidos a partir da subtragdo das amostras maceradas com seus respectivos controles.

E necessario o uso de baixa concentragio de enzima para que a maceragao possa
ser considerada viavel, devido o seu alto valor no mercado. Selecionou-se a concentragao de
4000 ppm de Viscozyme L no tempo de 1,5 h de incubagao como a menor concentracao € o
menor tempo em que realizou uma eficiente redu¢do na consisténcia da polpa de noni.

Moura (2009) selecionou a concentracao de 2000 ppm de Viscozyme L e 1 h de
macera¢do, como a menor concentragdo possivel que apresentou melhor reducdo na
consisténcia da polpa de caja.

Aquino (2008) selecionou na concentragdo de 800 ppm de Viscozyme L e 40 min
de incubacdo, como a condi¢do que teve melhor eficiéncia na reducdo da consisténcia da
polpa de bacuri diluida (1:2) polpa:agua.

Bastos et al. (2002) concluiram que 300 ppm de Citrozym L adicionada a polpa
de cupuagu promove um aumento na extragdo da polpa, relatando um aumento no rendimento
de 16%.

Abdullah et al. (2007) recomendaram 0,10% de Pectinex Ultra SP-L por 20
minutos para uma adequada clarificagdo de suco de carambola, alcangando uma significativa
redugdo da viscosidade.

Na Tabela 10 verifica-se que, em relagao aos agucares redutores, a maioria das

amostras com concentragdes de 200 a 1500 ppm de Viscozyme L ndo diferem
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significativamente das amostras controle. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de que
pequenas quantidades de Viscozyme L ndo efetuam uma maceracdo adequada. A partir de
200 ppm de Viscozyme L as amostras maceradas diferiram significativamente das amostras

controle (p < 0,05).

Tabela 10- Valores de agucares redutores totais (ART) das amostras de polpa de noni maceradas com diferentes
concentragdes de Viscozyme L .

ART (mg/g)
Amostras
200ppm 500ppm 1000ppm 1500ppm 2000ppm
Controle geral2 33,41+0,25¢,d 31,59+0,55a 29,84+0,44d  27,43+0,0la 26,65+1,59b,¢c
Controle 0,5h’ 33,82+0,71c,d 30,10+0,56a 29,75+0,02d  27,98+1,86a 25,59+0,45¢c,d
Controle 1h* 34,23+£0,51b,c  32,27+1,92a  30,36+0,32d  28,09+3,65a  23,62+0,48d
Controle 1,5h5 34,07+0,18b,c 30,72+0,88a  30,44+0,57c,d 28,14+3,30a 24,55+0,46¢,d
Controle 2h° 32,08+0,56d 31,03£0,07a  31,99+0,57¢  28,24+0,48a 25,39+0,56¢,d
Macerada 0,5h7  35,68+0,33ab  31,52+2,05a  35,43+0,53a  29,25+3,10a  29,92+0,22a
Macerada 1h®  34,99+020ab,c  32,08t141la  35,34+0,54ab 28,89+2,04a 28,97+0,79a,b
Macerada 1,5h°  33,79+0,16c,d  32,94+0,10a  33,72+0,03b  31,17+1,89a  30,27+0,09a
Macerada 2h"’ 36,65+0,74a 33,47+0,03a 35,430,092 33,67+0,91a  30,87+0,75a
Amostras 4000ppm 8000ppm 12000ppm 16000ppm 20000ppm
Controle geral>  29,83+0,10c,d  24,73+0,02c,d  24,41+0,08c  26,88+0,57b  26,55+0,03d
Controle 0,5h°  2997+2.84b,c,d 23,78+0,36¢c,d  24,54+124c  26,27+0,35b  27,53+0,16d
Controle 1h* 28,64+0,41d 22,69+0,63d 24,23+1,04c  25,24+0,36b  27,14+1,67d
Controle 1,5hn° 27,04+0,44d 24,1240,72c,d  24,53£0,49¢  26,17+0,30b  29,26+0,37d
Controle 2h® 29,4240,33¢c,d  25,69+0,90c  27,97+0,68c  26,40+0,32b  28,83+1,04d
Macerada 0,5h"  34,14x1,20a,b  30,76x1,73a,b  33,46:0,07b  37,60+0,46a  46,42x1,15a
Macerada 1h® 33,02+0,52a,b,c  29,80+0,00b 32,84+0,07b  37,50+0,58a  38,69+0,67¢
Macerada 1,5h° 35,77+0,08a 32,98+0,09a  35,61+0,55a,b 38,01+0,36a  42,18+0,70b
Macerada 2h'""  3594+£0,52a  32,98+0,12a 38,662,092 38,690,982 39,85+0,06b,c

' Valores médios obtidos a partir de duplicatas de amostras. > Polpa de noni sem adigio de preparagio
enzimatica, sem incubagio. * Polpa de noni sem adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagéo. * Polpa de
noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo. ° Polpa de noni sem adi¢io de preparagdo
enzimatica, 1,5h de incubagio. ¢ Polpa de noni sem adi¢io de preparagio enzimatica, 2h de incubagdo. ' Polpa de
noni com adigio de preparagio enzimatica, 0,5h de incubagdo. ® Polpa de noni com adigdo de preparagdo
enzimatica, 1h de incubagdo. ° Polpa de noni com adigdo de preparagdo enzimatica, 1,5h de incubagio. ° Polpa
de noni com adi¢do de preparacdo enzimatica, 2h de incubagdo.*Médias seguidas da mesma letra nas colunas
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

As amostras com preparagdes enzimaticas adicionadas obtiveram redugdo
significativa no teor de polpa em relagdo aos seus controles (Tabela 11). A reducdo do teor de

polpa nas concentracdes 200, 500, 1000, 1500, 2000, 4000, 8000, 12000, 16000 e 20000 ppm
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foram respectivamente de 20, 23, 32, 33, 36, 39, 33, 33, 43 e 39%. A concentragdo de 4000
ppm e 20000 ppm obtiveram a mesma redugdo no teor de polpa, 39%, assim a concentragao
de 4000 ppm ¢ a mais adequada por ter menor quantidade de enzima e ser mais vidvel em

uma escala industrial.

Tabela 11- Valores de Teor de polpa (%) das amostras de polpa de noni maceradas com viscozyme L em
diferentes concentracdes .

Teor de polpa (%)
Amostras
200ppm 500ppm 1000ppm 1500ppm 2000ppm

Controle geral’  22,10+0,31a  22,33+0,06a 25,06+0,38a,b 25,09+0,18a 25,04+1,77a,b
Controle 0,5h°  23,08+0,59a  23,36+0,27a 25,32+0,22ab 24,86+0,23a  27,52+0,51a
Controle 1h* 23,29+0,10a  22,93+0,67a  23,83+0,02b  24,10+0,16a  23,52+0,41b

Controle 1,5n° 23,115,592 21,92+0,17a  26,11+0,06a  23,78+0,14a 24,77+0,31a,b

Controle 2h* 22,62+0,04a  23,49+0,24a  26,56+0,51a  24,46+0,49a 25,81+0,14a,b
Macerada 0,5h"  17,67+0,20a  16,88+0,31b  19,93+0,22¢  17,35+0,23b  16,74+0,13¢c
Macerada 1h® 17,141,232 17,31+0,64b  20,88+0,75¢  16,34+0,11b  16,45+1,45¢
Macerada 1,5h°  17,44+437a  16,83£0,94b  20,81+0,93c  16,34+0,77b  18,47+0,41c
Macerada 2h'*  17,66+1,07a  17,08+1,26b  16,88+0,09d  16,71+0,30b  15,83+0,24c
Amostras 4000ppm 8000ppm 12000ppm 16000ppm 20000ppm
Controle Geral’> 24,36+0,05ab 24,35+0,46a 22,21+029b  24,1840,03a  23,34+0,19a
Controle 0,5h3 24,81+0,11a  25,26+0,61a  22,92+0,77b 22,660,082  23,63+0,88a
Controle 1h* 23,92+0,19a,b 25,98+0,36a 23,73+0,17a,b 24,36+0,05a 24,47+0,71a
Controle 1,5h°  22,85+0,54b  25,72+0,14a 23,67+0,42ab 23,30+0,64a  23,39+0,24a
Controle 2h® 25,03+0,01a  25,64+0,42a  25,25+0,74a  23,92+0,12a  24,26+0,04a
Macerada 0,5h"  16,63+0,13c  15,87+0,03b  14,99+0,46c  13,70+0,12b  13,05+0,45b
Macerada 1h®  16,08+1,23c,d 15,47+0,23b  13,88+0,13c  15,05£0,31b  13,10+0,06b
Macerada 1,5h°  17,03+0,27c  15,63+0,84b  14,11+1,12c  14,45+2,03b  13,68+0,05b
Macerada 2h'"’  14,7540,18d  16,28+0,57b  14,85+0,39c  13,59+0,17b  14,12+0,52b

' Valores médios obtidos a partir de duplicatas de amostras. > Polpa de noni sem adigio de preparagio
enzimatica, sem incubagio. * Polpa de noni sem adigdo de preparagdo enzimatica, 0,5h de incubagdo. * Polpa de
noni sem adi¢io de preparagdo enzimatica, 1h de incubagdo. ° Polpa de noni sem adi¢io de preparagdo
enzimatica, 1,5h de incubagio. ° Polpa de noni sem adi¢io de preparagio enzimatica, 2h de incubagdo. ' Polpa de
noni com adigdo de preparagio enzimatica, 0,5h de incubagdo. ® Polpa de noni com adigio de preparagio
enzimética, 1h de incubagdo. ° Polpa de noni com adigdo de preparagdo enzimatica, 1,5h de incubagio. ° Polpa
de noni com adi¢do de preparacdo enzimatica, 2h de incubagdo.*Médias seguidas da mesma letra nas colunas
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Clotteau et al. (2002) realizaram um estudo em suco de laranja e observaram que
o uso de PG e celulases reduziu 77% do teor de polpa e 88% da viscosidade com a adicdo de

500 ppm de PG e 200 ppm de celulases, durante 15 minutos.
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Santin (2004) mostrou que para polpa de péssego, 240 ppm de Pectinex AFP-L3
por 60 minutos efetua uma adequada hidrdlise enzimatica, reduzindo 48% do teor de polpa e

68% da viscosidade.

4.2 Experimento 2

4.2.1 Caracterizagao da polpa de noni in natura - lote 2

Na Tabela 12 apresentam-se os valores médios obtidos com a caracteriza¢do

quimica da polpa de noni in natura .

Tabelal2. Caracterizagdo da polpa de noni in natura — lote2

CARACTERISTICAS VALORES'
Composic¢ao centesimal
e Umidade (g.100g™) 91,9+0,06
e  Extrato etéreo (g.100g™) 0,08+0,02
e Proteina (g.100g™) 1,06+0,07
e Cinzas (g.100g™) 0,63+0,03
e  Carboidrato total > (g.100g™") 6,32
Sélidos soltaveis totais (°Brix) 9,2+ 0,4
pH 4,25+0.01
Ratio ’ 14,66+0,6
Acidez total titulavel (g.100g™) 0.62+0,01
Vitamina C (mg.100g™) 122,54+1,35
Acgucares
e Totais (g.100g™) 5,45+0,3
e Redutores (g.100g™) 5,32+0,10
Fenolicos totais (mg de acido galico.100g™) 216,67+3,77
Antioxidante (umol. TEAC g™) 6,27+0,15
Atividade de agua- AW 0,93+0,004
AIR? (g. 100g™) 2,8+0,02
e Pectina* (g. 100g™) 1,13+0,03
e Hemicelulose* (g. 100g™) 0,25+0,03
e Celulose + Lignina* (g. 100g™) 0,45%0,02

! Valores médios obtidos a partir da analise de 3 amostras em base umida; “Carboidratos totais = 100 —
(Umidade + Extrato Etéreo + Proteina + Cinzas); *Ratio é a relacdo entre solidos soliveis totais e acidez total
titulavel = SST/ATT; “AIR = Residuos insoltiveis em alcool; * Pectina, Hemicelulose ou celulose + lignina =
(Peso do residuo seco x Peso do AIR) / (0,8g / Peso da amostra) x100 (Segundo SCHIEBER et al., 2005).
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Os valores de umidade, cinzas, e carboidratos totais, AIR, pectina, hemicelulose e
celulose+lignina desta polpa foram muito proximos dos valores relatados no experimento 1
(Tabela 4). Ja em relagdo ao extrato etéreo e as proteinas, os valores encontrados foram um
pouco diferentes. Sendo o extrato etéreo inferior e a proteina superior aos valores relatados no
experimento 1. Estas discrepancias ocorreram, provavelmente, devido o fato de que os frutos
foram coletados em épocas diferentes, podendo afetar a sua composi¢ao.

Souza et al. (2000) afirmaram que as discrepancias verificadas na composicao do
fruto de diferentes trabalhos podem ser oriundas de fatores, como: genética, ecologia,
métodos de cultivo, maturagdo do fruto, condi¢des de armazenagem, época de colheita do
fruto, alteragdes poés-colheita resultantes da atividade fisioldgica, metodologia de
determinacgao das analises e outros.

O teor de solidos soluveis totais € utilizado como uma medida indireta do teor de
acucares, nao representa o teor exato dos aclcares porque outras substdncias também se
encontram dissolvidas (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O noni apresenta grande
quantidade de vitamina C, compostos fenolicos e pectina (Tabela 12), por isso, o conteudo de
solidos soluveis totais ¢ bem maior que o de agucares totais.

O valor de sélidos soluveis foi de 9,2 °Brix, estando proximo aos encontrados por
Chunhieng (2003), Barros et al. (2008) e Silva et al. (2009) que foi de 8 °Brix, 8,4 °Brix e
10,33°Brix, respectivamente. Valor inferior foi encontrado por Chan-blanco et al. (2007), 7,3
°Brix.

O pH encontrado foi 4,25, muito proximo ao relatado por Chan-Blanco et al.
(2007), Barros et al. (2008) e Chunhieng (2003) que obtiveram valores 4; 3,85 e 3,72
respectivamente.

A relagdo SST/ATT pelos dados de Barros et al. (2008) foi de 10,24, valor
proximo ao encontrado na Tabela 12, 14,66. Silva et al. (2009) encontrou valores bem
maiores com uma média de 25,83. Para o mercado consumidor de frutas frescas e/ou
processadas, a relagdo SST/ATT elevada ¢ desejavel.

O contetdo de vitamina C foi de 122,54 mg.100g™, proximo ao valor encontrado
por Shovic e Whistler (2001) de 155 mg.100g” e Barros et al. (2008) de 105,3 mg.100g™,
enquanto Chan-Blanco et al. (2007) encontrou um valor bem maior, 316 mg.100g™". Silva et
al. (2009) estudando frutos em trés diferentes estadios de maturagao encontrou valores entre
101 a 385 mg.lOOg'l, sendo que os frutos maduros se apresentaram com valores menores de

vitamina C. Pelos resultados encontrados, o fruto do noni é rico em vitamina C, um poderoso



81

antioxidante com potencial de oferecer protecdo contra algumas doengas e contra os aspectos
degenerativos do envelhecimento.

Os aglicares totais encontrados por Barros e al. (2008) foi 5,19 g.100g”, dado
este bem proximo ao relatado neste estudo, 5,45 g.100g™.

Os compostos fenolicos tém participagdo no sabor, na coloragdo, na vida de
prateleira e na a¢do do produto como alimento funcional, notadamente correlacionado com a
capacidade antioxidante (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Barros et al. (2008) encontrou
160,84 mg.100g™" de fenolicos, valor este inferior a 216,67 mg.100g™' (Tabela 12).

A capacidade antioxidante do noni ¢ relativamente alta com 8 + 0,4 pmol.
Trolox® g ' (CHAN-BLANCO et al., 2007). Resultado inferior foi encontrado neste estudo,
6,27 + 0,15 pmol. TEAC. g

4.2.2 Caracterizagdo da atividade das preparagdes enzimaticas comerciais

A Tabela 13 apresenta os valores de atividade de enzima determinados para as

preparacdes enzimaticas comerciais avaliadas.

Tabela 13- Caracterizagio das atividades das preparagdes enzimaticas comerciais’.

Preparacgoes PG’ PL’ PME®' Amilases Celulases Xilanases

Enzimaticas (U.mL") (UmL") @UmL") (UmL') (UmL") (U.mL"
Pectinex Yield Match 369 08y 4,752 62,402 8,52b 4,44b 4,26¢
Viscozyme L 764,53a  4,45a 5120a  66,43a  24.63a  73,33b
Ultrazym AFP-L 70521a  5,13a 15206 426b 21,30a  180,40a
Termamyl 0,00¢ 0,07b 2,00c 62,042 32.87a  0,66¢

'Valores médios obtidos a partir da analise em duplicata. Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. > PG = poligalacturonase; °
pectinametilesterase; * pectinaliase. * ND = Nio detectada.

Das preparagdes enzimaticas comerciais avaliadas, Viscozyme L e Ultrazym
AFP-L apresentaram maior atividade PG e ndo mostraram diferenga significativa (p > 0,05)
entre elas. Pectinex Yield Match encontrou-se na segunda posi¢do, diferenciando-se
significativamente (p < 0,05) da Termamyl, que ndo apresentou atividade de PG (Tabela 13).

Todas as preparacdes enzimaticas analisadas apresentaram baixa atividade de PL,

sendo que nao foi encontrada diferenca significativa entre Viscozyme L, Ultrazym AFP-L e



82

Pectinex Yield. Ja a preparacdo enzimatica Termamyl diferenciou-se significativamente das
demais apresentando o menor valor de PL (Tabela 13).

Pectinex Yield Match e Viscozyme L se destacaram em relagdo a concentragao de
PME, nao apresentando diferenga significativa entre si. Ultrazym AFP-L mostrou-se diferente
significativamente (p < 0,05) entre as demais, apresentando baixa concentragdo (15,20 U.mL"
e Termamyl, também diferente significativamente (p < 0,05) de todas, apresentou uma
concentracio menor ainda de 2,00 U.mL™" (Tabela 13).

As preparacdes enzimaticas Viscozyme L e Termamyl se sobressairam pela maior
concentracdo de amilases e ndo se mostraram diferentes significativamente entre si, mas
diferenciaram-se da Ultrazym AFP-L e Pectinex Yield Match, que apresentaram valores mais
baixos e ndo se mostraram diferentes significativamente entre si (Tabela 13).

Em relagdo as celulases, a preparacao enzimatica Pectinex Yield Match foi a tinica
que apresentou diferenca significativa entre as demais, contendo a menor concentragao (4,44
U.mL™).

A preparagdo enzimatica Ultrazym AFP-L foi a que apresentou maior atividade
de xilanases, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) da Viscozyme L. Estas duas
ultimas preparagdes enzimaticas também mostraram-se diferentes de Pectinex Yield Match e
Termamyl, as quais ndo apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) entre elas,
apresentando baixas concentracdes de xilanases (Tabela 13).

A preparagdo enzimatica mais completa foi a Viscozyme L, por apresentar maior
concentracdo de PG, PL, PME e amilases, e com uma alta quantidade de invertases. J& a
Termamyl foi a que apresentou atividade enzimatica mais baixa em relagdo as enzimas

analisadas, mostrando ser um complexo enzimatico apenas amilolitico e celulolitico.

4.2.3 Maceragao enzimatica

Os modelos estudados ndo foram significativos ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo utilizados como indicadores de tendéncia.

Nas Tabelas 14, 15, 16 e 17 estdo apresentados os resultados da regressdo linear
multipla para as variaveis de tempo de incubagdo, temperatura de incubagdo e concentragao
de preparagao enzimdtica ¢ a interagdo das variaveis sobre o teor de polpa e os agucares

redutores totais (ART). Os gréficos de superficie de resposta gerados, mostrados nas figuras
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17, 18, 19 e 20, reafirmam os resultados da influéncia das variaveis sobre o teor de polpa e de
ART da maceragao enzimatica da polpa de noni.

A Tabela 14 mostra que, na maceracao da polpa de noni com Pectinex Yield
Match, em relacdo ao teor de polpa, nenhum efeito significativo de nenhuma das trés
varidveis foi encontrado. J4, em relagdo ao ART, observou-se que o aumento da temperatura
de incubagdo promoveu um aumento significativo de ART dentro do intervalo testado. Nao

foi encontrado nenhum efeito significativo na interacao das variaveis estudadas.

Tabela 14- Resultado da regressdo linear multipla para as variaveis e a interagdo das variaveis na maceragdo da
polpa de noni com Pectinex Yield Match.

Teor de polpa (%) ART' (mg/g)
Parametros e interacoes Efeitos pi Efeitos pi
estimados estimados
Tempo de incubacao 0,19 Nao significativo 1,29 Nao significativo
Temperatura de incubacio 0,17 Nao significativo 4,89 Significativo

Concentracio de preparacgio -1,43 Nao significativo -0,71 Nao significativo
Temperatura x tempo -0,17 Nao significativo -1,97 Nao significativo
Temperatura x concentracio 0,99 Nao significativo 1,86 Nao significativo
Tempo x concentracio -0,71 Nao significativo -1,87 Nao significativo

! ART = agucares redutores totais. *P = 0,05 indica significancia ao nivel de 95%.

As Figuras 17A e 17B apresentam o comportamento do teor de polpa e dos
ART na maceragdo da polpa de noni com Pectinex Yield Match. Pode observar nitidamente,
que as variaveis, na faixa estudada, ndo influenciaram na reducdo do teor de polpa e que a
variavel de temperatura de incubac¢do influenciou no aumento dos ART proporcionando um

efeito positivo.



Fitted Surface; Variable: Teor de polpa
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=1,805236
DV: Teor de polpa

Fitted Surface; Variable: ART
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=3,488116

DV: ART
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Figura 17- Efeito da maceragao enzimatica com a preparagdo Pectinex Yield Match sobre o teor de polpa (A) e

os agucares redutores totais (B) da polpa de noni.
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Para a maceragdo da polpa de noni com Viscozyme L, a concentragdo teve um
efeito negativo sobre o teor de polpa, mostrando um nivel significativo, ou seja, 0 aumento da
concentragdo ocasionou uma redugdo significativa de teor de polpa. Notou-se também que o
aumento da temperatura gerou um aumento significativo de ART, dentro do intervalo testado.
Em relagdo a interacdo das varidveis, ndo houve nenhum efeito significativo, nem em termos

de teor de polpa nem de ART (Tabela 15).

Tabela 15- Resultado da regressdo linear multipla para as varidveis a interacdo das variaveis na maceracdo da
polpa de noni com Viscozyme L.

Teor de polpa (%) ART' (mg/g)
Parametros e interacdes Efeitos pi Efeitos ps
estimados estimados
Tempo de incubagio -1,38 Nao significativo 1,57 Nao significativo
Temperatura de incubacéo 0,40 Nao significativo 4,91 Significativo

Concentracio de preparacio -1,93 Significativo -0,08 Nao significativo
Tempo x temperatura -0,08 Nao significativo -2,02 Nao significativo
Tempo x concentragio -0,17 Nao significativo -2,03 Nao significativo
Temperatura x concentracio 0,04 Nao significativo 2,07 Nao significativo

"ART = agucares redutores totais. *P = 0,05 indica significancia ao nivel de 95%.

As Figuras 18A e 18B apresentam a resposta do teor de polpa e dos ART na
maceracdo da polpa de noni com Viscozyme L. Verifica-se claramente que a variavel
concentracdo, na faixa estudada, influenciou na reducdao do teor de polpa e a temperatura
também influenciou o aumento dos ART, gerando um efeito negativo e positivo,

respectivamente.
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Fitted Surface; Variable: Teor de polpa
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=1,748318
DV: Teor de polpa

Fitted Surface; Variable: ART
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=5,2821
DV: ART
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Figura 18- Efeito da maceracdo enzimdtica com a preparagdo Viscozyme L sobre o teor de polpa (A) e os

acucares redutores totais (B) da polpa de noni.
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Da mesma forma, na maceragdo da polpa de noni com Ultrazym AFP-L,
observou-se que o aumento da concentracdo promoveu uma redugdo significativa de teor de
polpa e o aumento da temperatura promoveu um aumento significativo de ART, dentro da
faixa estudada. Ja em relacdo a interacdo das variaveis, os resultados sobre teor de polpa e

ART ndo mostraram-se significativos (Tabela 16).

Tabela 16- Resultado da regressao linear multipla para as variaveis e a interagdo das varidveis na maceracao da
polpa de noni com Ultrazym AFP-L.

Teor de polpa (%) ART' (mg/g)
Parametros e interacoes Efeitos pe Efeitos pe
estimados estimados
Tempo de incubacio -1,03 Nao significativo 1,42 Nao significativo
Temperatura de incubacéo 0,01 Nao significativo 4,91 Significativo

Concentracao de preparacao -1,73 Significativo -0,53 Nao significativo
Tempo x temperatura -1,48 Nao significativo -1,10 Nao significativo
Tempo x concentracio -0,69 Nao significativo -1,56 Nao significativo
Temperatura x concentracio -0,48 Nao significativo 1,34 Nao significativo

'ART = agiicares redutores totais. *P = 0,05 indica significancia ao nivel de 95%.

As Figuras 19A e 19B mostram os resultados do teor de polpa e dos ART da
maceragdo da polpa de noni com Ultrazym AFP-L. Observa-se que, na faixa estudada, a
concentragdo influenciou na reducdo do teor de polpa resultando em um efeito negativo e a

temperatura influenciou no aumento dos ART resultando em efeito positivo.
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Fitted Surface; Variable: Teor de polpa
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=1,728244
DV: Teor de polpa
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Fitted Surface; Variable: ART
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=4,569468
DV: ART

B

Figura 19- Efeito da maceragdo enzimatica com a preparagdo Ultrazym AFP-L sobre o teor de polpa (A) e os

acucares redutores totais (B) da polpa de noni.
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Na maceragdo com Termamyl, ndo foi observado nenhum efeito significativo de
nenhuma das trés variaveis, em relagdo ao teor de polpa, mas o aumento da temperatura de
incubagdo ocasionou um efeito significativo de ART, dentro do intervalo testado. Nao foi

verificado nenhum efeito significativo na interagao das variaveis estudadas (Tabela 17).

Tabela 17- Resultado da regressdo linear multipla para os parametros e a interagdo dos parametros na maceragao
da polpa de noni com Termamyl.

Teor de polpa (%) ART (mg/g)
Parametros e interacoes Efeitos pe Efeitos pe
estimados estimados
Tempo de incubacio 0,45 Nao significativo 0,85 Nao significativo
Temperatura de incubacgao 2,62 Nao significativo 4,81 Significativo

Concentracao de preparacao 0,25 Nao significativo -0,83 Nao significativo
Tempo x temperatura -1,50 Nao significativo -1,55 Nao significativo
Tempo x concentracio -1,75 Nao significativo -1,31 Nao significativo
Temperatura x concentracio -0,39 Nao significativo 1,48 Nao significativo

" ART = agiicares redutores totais. *P = 0,05 indica significancia ao nivel de 95%.

As Figuras 120A e 20B mostram os resultados do teor de polpa e dos ART da
maceracao da polpa de noni com Termamyl. Através das Figuras 18 (A e B) nota-se que as
variaveis, na faixa estudada, nao influenciaram na reducdo do teor de polpa e que a

temperatura influenciou no aumento dos ART com efeito positivo.



Fitted Surface; Variable: Teor de polpa
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=16,98812
DV: Teor de polpa
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Figura 20- Efeito da maceracdo enzimatica com a preparacdo Termamyl sobre o teor de polpa (A) os agucares

redutores totais (B) da polpa de noni.
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Os resultados mais satisfatorios para teor de polpa e ART foram alcangados a
partir das maceragdes com Ultrazym AFP-L e Viscozyme L, pois apresentaram uma reducgao
do teor de polpa de 30,85 e 29,97%, respectivamente, e um aumento de 2,24 e 2,66 mg/g de
ART, sendo diferente significativamente do experimento controle sem adi¢do de preparagao
enzimatica. Sabendo que, para estas duas preparagdes enzimaticas, dentro da faixa estudada, o
aumento da concentragdo de preparacdo enzimatica reduz significativamente o teor de polpa,
o aumento da temperatura de incubagdo aumenta significativamente os ART e o tempo nao
exerce nenhuma influencia, temos que, quanto maior for a concentracdo de preparagao
enzimatica e a temperatura de incubacgdo, melhor serd a maceracao da polpa de noni.

As preparagdes enzimaticas Ultrazym AFP-L e Viscozyme L foram as mais
eficientes possivelmente devido a presenca de uma maior atividade de celulases, pectinases e
hemicelulases, em relagao as demais.

A acdo da enzima celulase, em especial da endoglucanase resulta em um rapido
aumento dos grupos redutores e reducdo do teor de polpa. Apesar de a enzima Termamyl
apresentar a maior atividade de celulases, esta ndo se mostrou eficiente provavelmente por
apresentar apenas atividade amilolitica e celulolitica. Assim, torna-se imprescindivel o efeito
sinergistico das enzimas de maceragdo, celulases, hemicelulases e pectinases, para que ocorra
a degradagdo da parede celular e conseqiientemente a reducdo do teor de polpa e auséncia de
particulas insoluveis, ou seja, perfeita liquefagdo da polpa.

Na maceragdo da uva para extracdo de suco, uma incubacao entre 60 a 65°C
promoveu a plasmolise da membrana e rupturas na parede celular do fruto, facilitando a
liberagdo do liquido e de antocianinas responsaveis pela cor do suco (GOMES et al., 2007).

Um tratamento com o uso de PG e celulases para hidrolisar cascas de laranja com
0 objetivo de extrair agentes naturais capazes de melhorar a estabilidade da turbidez em
bebidas, foi realizado por Barooso, Fortuny e Belloso (2004). A adi¢dao de celulases e PG
durante 80 minutos a 48°C forneceu uma quantidade de agentes naturais capazes de
estabilizar a turbidez em bebidas de frutas e reduzi-la em 9,1%.

Oliveira (2006) relatou que o processo de fermentacdo alcodlica do mosto de
maca obtido pela liquefagdo enzimatica por meio da adicdo de Ultrazym AFP-L por 75
minutos a 50°C apresentou aumento de 18% no rendimento, quando comparado ao mosto
obtido por prensagem, que recebeu Pectinex 100L por 2 h a 28°C.

César (2007) concluiu que a concentragao de 0,1% (v/v) de Citrozym-Ultra L a

45°C durante 15 minutos foi suficiente para a obtengdo do suco clarificado de acai.
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5 CONCLUSOES

A polpa de noni ¢ uma fonte natural de nutrientes, com destaque na concentracao
de vitamina C e compostos fenolicos.

Todas as preparagdes enzimaticas comerciais avaliadas apresentaram atividades
pectinoliticas, celuloliticas, hemiceluloliticas em seus perfis de enzimas, com exce¢dao da
Termamyl que praticamente ndo apresentou atividade pectinolitica e hemicelulolitica.

No experimeto 1, a preparagdo enzimatica comercial Viscozyme L mostrou-se
mais eficiente na macera¢do enzimatica, sendo a aplicacdo de 4000 ppm de Viscozyme L na
polpa de noni diluida na razao polpa:agua 1:0,75, com 1,5 h de incubagdo, satisfatéria, uma
vez que ocorreu elevada reducdo da consisténcia, teor de polpa e aumento dos aglcares
redutores totais destas amostras.

No experimento 2, as preparacdes enzimaticas comerciais Viscozyme L e
Ultrazym AFP-L foram mais eficientes na maceracao enzimatica da polpa de noni, mostrando
que a concentracdo de preparagdo enzimatica € a temperatura de incubagdo sdo fatores
relevantes na reducao do teor de polpa e no aumento dos aglicares redutores, respectivamente.
O tempo de incubag@o ndo exerce nenhuma influencia sobre a reducdo do teor de polpa e o

aumento de ART, dentro do intervalo testado, que foi de 30 a 120 min.
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