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RESUMO

O crescimento da agroindustria do 6leo de dendé tem levado a estudos da utilizagéo
de novos co-produtos gerados durante a vida util da planta, como exemplo, o
aproveitamento do estipe do dendezeiro. Diante disso, objetivou-se caracterizar fisica,
fisico-quimicamente e microbiologicamente a seiva presente no estipe do dendezeiro,
além do estudo do processo de pasteurizacdo visando a inativacao da peroxidase. A
seiva apresentou quantidades relevantes de acuUcar total e aglcar redutor e sem
contaminagdo microbiolégica. Apresentou ainda polifendis totais, sendo 46% em
flavandis, e capacidade antioxidante. A atividade da enzima peroxidase foi
determinada apds estabelecimento de protocolo experimental, sendo calculados para
ambos os substratos perdxido de hidrogénio e p-fenilenodiamina os valores de km €
Vmax. ApOS 0s ensaios de pasteurizacao verificou-se a reducao de um ciclo logaritmico
na atividade da peroxidase, para o binébmio 80°C, 7,5 minutos e pH 3,32. A andlise
estatistica mostrou que a temperatura linear apresentou maior efeito na reducao da
atividade da peroxidase, seguido pelo pH e interacdo temperatura versus pH, sendo
o primeiro efeito negativo e os outros dois efeitos positivos. O modelo obtido foi
significativo a 95% de confianca e apresentou falta de ajuste nao significativa, sendo
atil para fins preditivos. A cinética de inativacdo mostrou que os modelos Primeira
ordem e Isoenzimas distintas apresentaram bom ajuste aos dados experimentais com

valores de R? acima de 0,91, X2 menor que 0,052 e Erro padrdo menor que 0,023.

Palavras-chave: Seiva, planejamento experimental, cinética, peroxidase.



ABSTRACT

Due to increase of palm oil production many studies appeared, for example the use of
the stipe of oil palm, in order to utilize the new co-products generated by agricultural
industries during the lifetime of the plant. Therefore, this study aimed the
physicochemical and microbiological characterization of the sap obtained from the
stem of the palm oil, and the study of its pasteurization process in order to evaluate
the peroxidase inactivation. The sap showed high amounts of total sugar and reducing
sugar, besides no microbiological contamination. It also showed total polyphenol, 46%
in flavanols, and antioxidant capacity. The peroxidase enzyme activity has been
determined after the experimental protocol establishment, were calculated the values
of kmand Vmax for hydrogen peroxide and p-phenylenediamine. After the
pasteurization tests it was found a logarithmic cycle reduction in the peroxidase
activity, for the binomial 80 ° C 7.5 minutes and pH 3.32. Statistical analysis showed
that the linear temperature was the variable that had the greatest effect in reducing
peroxidase activity, followed by pH and the interaction of temperature versus pH, the
first effect is negative and the other two are positive. The obtaneid model was
significant at 95% confidence and showed a non significant “lack of it”, being useful for
predictive purpose. The inactivation kinetics showed that the first order and different
isoenzymes models reveals good fit to the experimental data with R2 value over
0.91, X 2 less than 0.052 and standard error less than 0.023.

Keywords: Sap; experimental design; kinetic; peroxidase.
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1 INTRODUCAO

O dendezeiro ou palm oil é a oleaginosa mais cultivada no mundo. Esta cultura
destaca-se por apresentar caracteristicas de plantio consideradas boas devido a sua
adaptacao facil e baixa exigéncia quanto a adicdo em nutrientes, frutificando o ano
inteiro. Este produz frutos em cachos de onde se extrai o 6leo de dendé e da améndoa
do fruto o 6leo de palmiste.

Do processamento do dendé geram-se diversos residuos entre eles a torta,
resultante da prensagem da polpa do fruto, os cachos vazios e as cascas das
améndoas, estes materiais podem ser queimados em caldeiras para a producao de
energia. Durante o replantio da cultura, necessaria para a manutencdo da
produtividade dos frutos, se produz como residuos 0s troncos (estipe da palmeira) e
as folhas, muitas vezes estes sao deixados no meio ambiente sem qualquer tipo de
tratamento causando um grande impacto ambiental.

A exploracdo comercial da cultura ocorre em média 25 anos, sendo
necessaria a substituicdo dos dendezeiros antigos por plantas novas. A palmeira
entdo é cortada e descartada no local de plantio ou simplesmente queimada. No
entanto, pode-se realizar o aproveitamento do material lignocelulésico na producéo
de biomassa, ou ainda, etanol de segunda geracéo, parte deste pode também ser
transformada em material compensado.

A seiva, proveniente do estipe prensado, é fonte de aclcares simples,
vitaminas e minerais, pesquisas recentes apontam a versatilidade desta matéria-prima
na producdo de etanol, destacando-se a vantagem da utilizacdo direta no processo
fermentativo, sem necessidade de hidrolise. Além da producédo de &cido latico muito
utilizado na industria alimenticia, e na sintese de gas hidrogénio, entre outras
finalidades.

Entretanto, a seiva por suas caracteristicas, possui a desvantagem de ser
facilmente degradada tanto pela acédo de microrganismos quanto pelo escurecimento
enzimatico que pode ser promovido por enzimas como as polifenoloxidases e
peroxidases. Logo, tratamentos no sentido de manutencao das propriedades da seiva

devem ser aplicados com a finalidade de aumentar vida util desta.
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Uma forma de preservancdo de matérias-primas e alimentos quanto a
proliferacdo de microrganismos e alteracdes enzimaticas consiste na aplicagdo de
calor, tratamentos como branqueamento, pasteurizacéo e esterilizagcdo comercial sdo
muito empregados, pois promove a reducdo de carga microbiana e inativacdo da
atividade enzimatica.

Neste sentido, o trabalho visa agregar as pesquisas recentes informacoes
guanto a caracteristica fisico-quimica da seiva, bem como avaliar a melhor condi¢cao

de pasteurizacdo desta quanto a inativacao da atividade da enzima peroxidase.
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2 OBJETIVO GERAL

Conhecer as caracteristicas fisica e fisico-quimica da seiva do estipe do
dendezeiro, e estudar as condicbes de sua pasteurizacdo visando a inativacdo da

enzima peroxidase.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar fisica, fisico-quimica e microbiologicamente a seiva do estipe do
dendezeiro;

- Identificar a presenca das enzimas polifenoloxidase (POF) e peroxidase (POD) e de
compostos fendlicos na seiva;

- Estabelecer um protocolo experimental para a quantificacdo da atividade da POD;

- Determinar a capacidade antioxidante da seiva,

- Determinar o binbmio tempo-temperatura do processo de pasteurizacao da seiva;

- Avaliar a cinética de inativacdo da POD.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ASPECTO GERAL DO DENDEZEIRO

O dendezeiro (Figura 1) € uma monocotiledénea que possui em sua estrutura
anatdmica feixes vasculares e células do parénquima, diferindo em sua composi¢céo
no conteudo de celulose, hemicelulose e lignina da madeira dura. No periodo de
replantio da espécie a palmeira apresenta de 7 a 13 metros de altura e 45 a 65 cm de
diametro, medido a 1,5 m do solo (SULAIMAN et al., 2012).

Figura 1 Fotografia do dendezeiro (Elaeis guineensis).
Fonte: Do autor (2016).

De réapida expansdo o dendezeiro tornou-se a oleaginosa mais plantada no
mundo. A espécie tem um ciclo de vida econdmico proximo de 25 anos, iniciando a
producao de frutos a partir de 2,5 a 3 anos de plantio. Apés o periodo de exploragéo
comercial ocorre o replantio devido a diminuicdo de produtividade dos frutos e
consequentemente de 6leo. Dentre os maiores produtores desta cultura destacam-se
a Malasia e Indonésia. A Malasia possuia em torno de 120 mil hectares de area para
replantio anual entre os anos de 2006 a 2010. A Indonésia 450 mil hectares de areas
plantadas previstas para replantacdo anual durante os proximos 25 anos (YAMADA
et al., 2010; CHIN et al., 2011; MURATA et al., 2013).
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No Brasil o Estado do Para responde pela maior producao de 6leo de palma,
concentrando mais de 80% de area plantada. O dendezeiro possui grande
produtividade, 4 a 5 toneladas de 6leo por hectare, proveniente da polpa do fruto com
base em uma taxa de extracdo em torno de 20 a 22% sobre a producéo de cachos de
fruto fresco, além do 6leo de palmiste, extraido da améndoa que corresponde a 2%
(BABICZ, 2009; RAMALHO FILHO et al., 2010).

Do processo de extracdo dos o6leos de palma e palmiste gera-se uma
biomassa residual proxima de 39% correspondente a cachos vazios (22%), fibras
(12%) e casca das améndoas (5%). No entanto, do processo de extracdo pode-se
aproveitar 100% destes residuos, denominado “perda zero” quando a biomassa
residual produzida (folhas, estipes, cachos vazios, fibras e cascas) é utilizada como

combustivel em caldeiras de cogeracao (FAVARO, 2011).

3.1.1 Estipe do dendezeiro

O estipe é composto, basicamente, por quatro seccdes: cortex, regido
periférica, central e feixes vasculares. O coértex € a zona mais estreita com 1,5 a 3,5
cm de largura, composto em grande parte por tecido do parénquima (Figura 2-A) e
corddes fibrosos. A periferia corresponde a 20% do estipe, formada por camadas
estreitas de parénquima e muitos feixes vasculares (Figura 2-B), fornece a forca
mecanica a planta (SULAIMAN et al., 2012).

Figura 2 Tecido do parénquima (A) e Feixes vasculares (B).
Fonte: Yukata (2007).
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A regido central corresponde a cerca de 80% da planta, constituida por feixes
vasculares ligeiramente maiores e distribuidos de maneira dispersa no tecido
paraquimentoso. Finalmente, os feixes vasculares sdo compostos por bainha fibrosa,
células do floema, xilema e do parénquima (SULAIMAN et al., 2012).

O estipe do dendezeiro consiste em uma biomassa importante como fonte de
acucares e material lignoceluldsico. Estudos vém sendo realizados no sentido de
aproveitar esse residuo gerado durante o replantio. Por suas propriedades fisicas
estes ndo sao apropriados para transformacdo em madeira serrada, devido a alta
umidade 70 a 80% da biomassa total. No entanto, um pequeno percentual é
transformado em material compensado, a grande maioria dos estipes sao descartados
ou queimados no local da plantacdo. A fracdo central, porcdo macia, pouco se tem
investigado quanto a seiva que apresenta grande quantidade de acucares,
especialmente glicose (KOSUGI et al., 2010; NOPARAT; PRASERTSAN; THONG,
2012; MURATA et al., 2013; NORHAZIMAH; FAIZAL, 2014).

Os estipes derrubados representam um dos recursos de biomassa mais
importantes da Malésia e Indonésia. Uma alternativa de aproveitamento deste residuo
consiste na producédo de bioetanol, tanto da seiva quanto do material lignocelulésico,
que representa cerca de 30% em peso seco do estipe sem a casca, ou ainda, a
producdo de acido latico e bioplastico (KOSUGI et al., 2010; PRAWITWONG et al.,
2012).

3.1.2 Seiva como fonte de aclUcares

A seiva obtida do estipe possui quantidade significativa de agUcares simples
tais como glicose, frutose e sacarose, devido a esta disponibilidade, o material torna-
se interessante seja em processos fermentativos, pois elimina a etapa da hidrélise
para a obtencdo de mondmeros e producdo de etanol, seja na obtencdo de
mondmeros isolados. A Tabela 1 ilustra a quantidade total de acucares presente em
diferentes partes do estipe do dendezeiro.

Segundo Yamada et al. (2010) a quantidade em acucar total contida na seiva
difere dependendo da fracao retirada no estipe, verificaram que as fracdes centrais do

vegetal foram as que apresentaram maior concentracao 117,2 g/L (1,25 m acima do
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ponto central do estipe) e 101,7 g/L (1,25 m abaixo do centro do estipe), a fracdo
retirada do topo foi a que apresentou menor valor médio de agucar total.

Tabela 1 Teores de acuUcares presente na seiva em diferentes regides do estipe do

dendezeiro
Pesquisa Partes do vegetal
Yamada et al. 101,2 g/L 109,45* g/L 85,2 g/L
(2010) (base) (intermediaria) (topo)
. 98,1 g/L 60,5 g/L 20,1 g/L
Kosugi et al. (2010) . o
(interna) (centro) (periférica)
_ 76,16 g/L 76,04 g/L 74,04 g/L
Zahari et al. (2012) _ .
(base) (intermediaria) (topo)

*Valor médio das frag6es centrais do estipe

De acordo com Kosugi et al. (2010) um gradiente crescente da quantidade de
acucares foi encontrado no estipe, em direcao radial da periferia para o centro. Na
porcdo interna do estipe a concentracao de aclUcares fermentesciveis para a producéo
de etanol e acido lactico, glicose, sacarose, frutose e galactose foi de 96,7 g/L.
Observaram, ainda, diferentes concentracfes de acucar nas trés regides estudadas
(interna, central e periférica do estipe). A seiva contida na regido interna apresentou
198,3 ug/g de aminoacidos totais, sendo serina (45,3 pg/g), alanina (38,8 ug/g), acido
glutdmico (33,9 ug/g) e acido aspartico (17,3 pg/g) como aminoacidos majoritarios.

Zahari et al. (2012) avaliando a seiva do estipe do dendezeiro como fonte de
acucar renovavel encontrou um valor médio de acucar total de 76,09 g/L. A glicose foi
0 acucar em maior quantidade 53,95 g/L, correspondendo a 70% do total, seguido por
sacarose 20,46% e frutose 1,68%. Verificou-se também a presenca de aminoacidos
174,1 pg/g, destes serina (110,0 ug/g), prolina (27,1 pg/g) e acido glutamico (22,7

Hg/g) como componentes majoritarios.
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3.1.3 Potencialidades da seiva

A seiva pode ser considerada um material de grande versatilidade na
transformacdo em produtos de maior valor agregado tanto com finalidades
alimenticias quanto na industria de biocombustiveis.

Segundo Eze e Ogan (1988) a bebida alcoodlica fermentada obtida da seiva
da palma ou dendezeiro (familia Palmae) denominada “vinho de palma” € uma bebida
refrescante consumida por pessoas em partes da Africa, Asia e América do Sul. Esta
bebida apresenta um aspecto leitoso e floculento devido a grande concentracdo de
leveduras. Pode ser utilizada em dietas como fonte de vitaminas do complexo B e
vitamina C.

Tradicionalmente, se produz o “vinho de palma” a partir do acucar obtido da
seiva perfurando-se a inflorescéncia de diversas espécies de palmeiras, entre estas,
Arenga pinnata, Borassus flabellifer, coqueiro (Cocos nucifera), Nypa fruticans e o
dendezeiro (Elaeis guineensis) (YAMADA et al., 2010).

Umerie (2000) utilizando as seivas obtidas das espécies de palmeiras Raphia
hookeri e E. guineensis a partir da inflorescéncia, produziu e caracterizou caramelos.
Concluiu que as seivas estudadas sdo adequadas a producdo de caramelo usado
domesticamente ou industrialmente promovendo corpo, cor e aroma em alimentos, ou
ainda, como incremento na quantidade de vitaminas em produtos de confeitaria.

Por suas caracteristicas peculiares tais como presenca de aminoacidos,
acidos orgéanicos, minerais e vitaminas, além dos acucares presentes. A seiva torna-
se um Otimo meio para a fermentacdo e producdo de etanol utilizando a
Saccharomyces cerevisiae, e a producdo de &cido latico pela bactéria homolatica
Lactobacillus lactis (CHOOKLIN, KAEWSICHAN, KAEWSRICHAN, 2011).

Yamada et al. (2010) realizou uma comparacao entre a seiva de palma obtida
do estipe com a cana-de-agUcar para a producdo de bioetanol. Segundos os autores
o possivel rendimento em etanol foi calculado a partir de estipes antigos de

dendezeiro, aproximadamente 9 m3.ha! com a cana-de-acgucar excedente (Tabela 2).
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Tabela 2 Comparagdo entre o estipe de dendezeiro e a cana-de-acUcar para a

producéo de bioetanol

Cana-de-acucar Estipe de palma*
Concentragdo de acucar
14,5 12,8
fermentével (%)
Conteudo de umidade (%) 70 68
Conteudo de Acucar (g/kg) 102 87
Producédo por area canal/tronco 776 154-168
(t.hal) ’ (136-148 palmas por hat)
Possivel rendimento em etanol
6,5 8,7-9,4

(m3.hat)

Fonte: Yamada et al., (2009). * apés 60 dias.

Norhazimah e Faizal (2014) observaram a possibilidade da utilizacdo da seiva
de palma para a producdo de bioetanol utilizando diversas cepas de leveduras e
bactérias, além da influéncia da temperatura e agitacdo durante o processo
fermentativo.

Kosugi et al. (2010) avaliaram a utilizacdo da seiva de palma na producao de
bioetanol e acido lactico e constataram que, particularmente, a seiva obtida do centro
do estipe € uma boa matéria-prima para a producdo destes. Afirmam ainda, que se
levando em consideracédo a derrubada de dezenas de milhdes de estipes, anualmente,
na Malasia e Indonésia, aquela pode ser considerada uma fonte renovavel,

promissora e importante para a obtencéo destes produtos.

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Fitogquimicos sdo componentes quimicos bioativos ndo nutricionais presentes
em frutos, vegetais e graos integrais, sendo relacionado as propriedades benéficas
destas. Estima-se que em alimentos integrais possuam entre 5.000 a 25.000
fitoquimicos (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

Conforme Li et al. (2012) os compostos fendlicos sdo o maior grupo
fitoquimico presente em vegetais, frutos e graos. Estes sdo encontrados nos tecidos

das plantas, possuem diversas fun¢des como atrativos para polinizadores (pigmentos)
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ou defensivo quimico contra infec¢des e injdrias, provocadas por microrganismos e
insetos, respectivamente.

Os compostos fendlicos incluem fendis simples, acidos fendlicos, acidos
hidroxicinamicos, flavondides, biflavonéides e proantocianidinas. Os flavondides sao
as moléculas com maior atividade antioxidante. Estes sao subdivididos em diversas
familias em flavonais, flavandis, flavonas, flavanonas, antocianinas, chalconas, etc.
(Figura 3). Sendo os flavonais, flavanois e antocianinas os compostos predominantes
nos vegetais (SILVA et al., 2007).

OH 0] (0]
| | |
| I [ o
(0] 0] (0]
Chalcona Flavonas Flavanois
(0] 0] (0]
|
| [ |
(0] 0] 0]
Flavanonas Flavanonodis Isoflavanas
O+
N
Z 0K

Antocianidinas

Figura 3 Estrutura quimica de diferentes classes de polifendis.

Fonte: Adaptado de Damodaran, Parkin e Fennema (2010).

Os flavonoides pertencem a um grupo de compostos fendlicos distribuidos em
plantas medicinais, sucos de frutas, e bebidas entre estas cha, vinho tinto e café. Estes

compostos apresentam alta capacidade antioxidante e atividade anticancerigena, sdo
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determinados pela presenca do numero de grupamentos hidroxila em determinadas
posicdes, e a uma ligacdo dupla na posicéo C2-C3 (MONAGO-MARANA et al., 2016).

A estrutura base de um flavondide apresenta 15 atomos de carbono,
arranjados em dois anéis de seis carbonos (A e B) conectados através de um anel
heterociclico com trés atomos de carbono (C) formando a representacdo Ces-C3-Ce.
Compreendem desde &cidos fendlicos e flavonodides a estruturas complexas
altamente polimerizadas, os taninos. Este ultimo dividido em dois grupos os taninos
hidrolisaveis e os condensados ou proantocianidinas (ROCHA et al., 2011; WANG,
CHEN, WU, 2011).

Os acidos fendlicos (nao-flavondides) e os flavondides sdo componentes
fendlicos bastante comuns apresentando-se, normalmente, como conjugados
soluveis (glicosideos) e formas insolluveis. Naturalmente, os acidos fendlicos ocorrem,
principalmente, nas formas insolGveis, enquanto que os flavondides como os
glicosideos possuem uma ou mais moléculas de acucar ligados por um grupo
hidroxilico formando O-glicosideos ou associados a ligagcbes carbono-carbono,
formando C-glicosideos (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

Os flavondides constituem o maior e mais importante componente metabdlito
produzido pelos vegetais sendo associado a atividade antioxidante e outras
propriedades promotoras a saude. Entre as fun¢des bioldgicas referidas a este grupo
estdo atividades antiviral, antibacteriana, vasodilatador, anticancerigena entre outras
(WANG, CHEN, WU, 2011).

O comportamento ecolégico desta familia figura desde atrativo para
polinizadores por suas cores intensas (flavonas e antocianinas) até defesa contra
alguns insetos pela acdo adstringente dos flavandis e outros flavondis, ou ainda,
protecdo de células vegetais através do sequestro de espécies reativas de oxigénio
ou radicais livres, atividade antioxidante (GONCALVES, 2008).

D’el-Rei e Medeiros (2011) afirmam que as moléculas da subclasse flavanoéis
sdo os flavondides que se destacam no chocolate e cacau, incluindo as formas
monomeéricas de epicatequina e catequina, e o oligbmeros procianidinas.

Os taninos sdo compostos fendlicos de alto peso molecular presentes em
muitas frutas, provocam precipitacdo de proteinas incluindo as salivares.
Caracteristica fundamental na protecdo contra patdgenos e herbivoros que se

alimentam destes vegetais. Este grupo encontra-se dividido de acordo com sua
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estrutura quimica em taninos hidrolisdveis e condensados (proantocianidinas). O
primeiro grupo possui uma molécula de glicose ou um éalcool poliédrico formando um
ndcleo central, ambos esterificado com acido galico ou elagico, tornando-os assim
hidrolisaveis com acidos, bases ou enzimas. As proantocianidinas sdo formadas por
moléculas de flavonodides em estruturas oligoméricas ou poliméricas. As unidades
monoméricas que formam os taninos condensados séo os flavandis e os flavan-3,4-
didis, pois estes mondmeros possuem a capacidade de sofrerem reacfes de
polimerizacdo (RESENDE, 2007; SCOTTI et al., 2007; ROCHA et al., 2011).

Compostos fendlicos naturais tem sido sugerido como conservantes na
formulacdo de alimentos por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, um
exemplo, é o acido ferdlico, antioxidante presente na lista de aditivos permitido pela
Food and Drug Administration (FDA). Outras alternativas de aplicacdo destes
fitoquimicos vai de cosméticos, a produtos nutracéuticos e farmacéuticos (ACOSTA
ESTRADA et al., 2014).

3.3 ENZIMAS TERMORRESISTENTES

As enzimas de deterioracdo podem ser enzimas oriundas do tecido vegetal ou
enzimas produzidas por microrganismos. As enzimas consideradas mais indesejaveis

podem agrupar-se em trés grupos:

— Enzimas pouco especificas, provocam modificagdes ao mesmo tempo, ha cor,
aroma e outras caracteristicas;

— Enzimas que provocam alteracdes especificas na formacéo de odor ou sabor,
lipases, proteases, amilases, etc;

— Enzimas cuja atividade leva mais especificamente a alteracdo da cor,

polifenoloxidases, clorofilases, lipoxidases, entre outros (ROGEZ, 2000).

As reacOes enzimaticas sdo importantes em alimentos, delas depende a
formacdo de compostos altamente desejaveis, bem como pode apresentar
consequéncias indesejaveis. Essas reacdes ocorrem tanto no alimento natural quanto
durante seu processamento (LUIZ, HIRATA, CLEMENTE, 2007).
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As polifenoloxidases e peroxidases sdo enzimas responsaveis pelo
escurecimento de frutos, vegetais e seus derivados, logo a atividade dessas enzimas
pode ser utilizada como controle durante a obtencdo de produtos processados
(FREITAS et al., 2008).

3.3.1 Polifenoloxidase

O escurecimento que ocorre na grande parte de frutos e vegetais é
ocasionado por reacOes catalisadas pela enzima polifenoloxidase (PFO). As acdes
dessas enzimas promovem a diminuicdo da qualidade nutritiva e alteracdo de sabor
em frutas e vegetais in natura, além de perda econdmica (LUiZ, HIRATA, CLEMENTE,
2007).

A PFO é bastante difundida na natureza, principalmente, nos vegetais. No
entanto, pode estar presente em fungos e em certos 6rgdos animais. Esta catalisa
duas rea¢Bes bem distintas e em cadeia: a hidroxilacdo dos monofendis em o-difendis
(Equacéo 1) e a oxidacao de monofenol ou de o-difenol em o-quinonas (Equacao 2),

ambas ocorrem na presenca de oxigénio (ROGEZ, 2000).

monofenol + O, + 2H" — o-difenol + H,0O Eq.1
. 1 .
o-difenol + 50 — 0-quinona + H,0 Eq.2
2

Na primeira reagdo ocorre uma hidroxilagdo, sendo classificada como
atividade de monofenol monoxigenase (EC 1.14.18.1), enquanto a segunda reacao
classifica-se como atividade de 1,2-benzenediol: oxigénio oxirredutase (EC 1.10.3.1)
(DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Zhang e Shao (2015) descrevem a enzima POF como a principal responsavel
pelo escurecimento enzimatico de frutos e vegetais, esta reacao catalisa a oxidacao
de polifendis a o-quinonas na presenca da molécula de oxigénio, e as o-quinonas
polimerizam os pigmentos marrom, vermelho e preto.

Damodaram, Parkin e Fennema (2010) afirmam que as polifenoloxidases em

frutas e hortalicas exibem pHs 6timos no intervalo entre 4,0 a 7,0, sendo que alguns
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substratos podem influenciar o pH 6timo. A faixa de temperatura étima dessa enzima
varia entre 30 a 50°C. No entanto, a estabilidade térmica é alta 55 a 80°C dependendo
da fonte. Logo durante o processamento térmico, ocorre a possibilidade de ativacao
da PFO.

3.3.2 Peroxidase

A peroxidase (EC 1.11.1.7) é uma oxirredutase encontrada em plantas,
animais e microrganismos, sendo as peroxidases das plantas as mais relevantes na
bioguimica de alimentos. As fun¢des fisioldégicas das peroxidases incluem a formacao
e degradacdo da lignina, fornecimento de defesa contra pestes e patdgenos, e
remocgéao de peroxido (H202) celular (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010). A

equacao geral da reagéo de peroxidacdo encontra-se descrita na Equacéao 3.

2HA (doador de elétron)+ H202—>2H20+2A* Eq.3

A enzima peroxidase (POD) catalisa um grande numero de reac¢des oxidativas
em vegetais utilizando perdxido como substrato, ou em alguns casos, oxigénio como
aceptor de hidrogénio. Nos vegetais, a enzima induz a mudancas negativas de sabor
durante a estocagem. E considerada a enzima vegetal mais estavel ao calor
(FREITAS et al., 2008).

Segundo Zhang e Shao (2015) a POD promove escurecimento enzimatico,
através da reducdo de difendis, além da funcdo de producédo de lignina. A atividade
da enzima é limitada pela auséncia de compostos elétrons como radicais superéxidos,
perdxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos, varios estudos associam o envolvimento
desta no escurecimento de diversas frutas e vegetais.

De acordo com Fontan et al. (2012) esta enzima possui atividade maxima em
temperatura de 35°C e pH 5,5, apresenta termorresisténcia, logo utilizada como
indicador biologico de tratamento térmico. A atividade desta enzima presente em
diversas fontes botéanicas vem sendo pesquisada visando o entendimento de sua
cinética e mecanismo de acao.

A atividade enzimatica de uma enzima é quantificada, em condicbes de
ensaios predefinidos, por sua velocidade de reacdo. De modo geral, observa-se no

inicio da reacdo uma velocidade constante, aumento linear de formacao do produto
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em funcdo do tempo, apds determinado periodo a velocidade de reacdo diminui. A
diminuicdo da velocidade pode ocorrer por diversos fatores como reducédo da
concentracdo de substrato, inativacdo parcial da enzima no decorrer da reacéao,
inibicdo por formacéo de produto e deslocamento de equilibrio (reacao reversivel). A
atividade enzimatica deve ser quantificada durante a fase linear para evitar
interferéncia dos fatores descritos (NABECHIMA, 2010).

Shalini et al. (2008) afirmam que o objetivo da modelagem matematica de
inativacdo em alimentos processados com o uso de calor avalia os diferentes efeitos
do tratamento térmico em relacdo a atividade residual da enzima. Pesquisas
experimentais mostram que a inativacdo térmica de enzima peroxidase ndo tem
seguido uma cinética de primeira ordem. Considerando a presenca de isoenzimas no
inicio do processo de inativacdo térmica, os modelos cinéticos descritos na literatura
demostram diferentes mecanismos de inativacdo como primeira ordem, reacoes

consecutivas, e reagdes em paralelo.

3.4 TRATAMENTO TERMICO

O tratamento térmico de alimentos pode ser realizado no alimento ja
embalado ou ndo. Quando o tratamento do produto ocorre dentro da embalagem,
ambos sao tratados simultaneamente, logo o alimento ndo sofre contato com o
ambiente apds o processamento. Nos alimentos processados fora da embalagem, em
trocadores de calor, o acondicionamento do produto deve ser realizado em
embalagem ja tratada e em ambiente apropriado. O primeiro processo € mais seguro,
pois apresenta menor probabilidade de contaminagdo, no entanto, resultam em maior
gradiente de reacdes (inativagdo microbiana ou enziméatica, perda de nutrientes e
reacoes fisico-quimicas) e gasto energético (AUGUSTO, 2009).

Fellows (2006) define tratamento térmico como uma operacao unitaria onde o
alimento é submetido a aquecimento até uma dada temperatura por um intervalo de
tempo determinado com o intuito de promover inativagdo microbiana e/ou enzimatica.

Tratamentos que empregam o uso de calor visam a destruicdo de
microrganismos patogénicos, deterioradores e inativacdo de enzimas, prevenindo a
deterioracdo e manutencdo de inocuidade do alimento. Os melhores tratamentos

promovem a destruicdo de microrganismos patogénicos e deterioradores e a
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inativacdo de enzimas sem provocar modificacdes indesejaveis nas caracteristicas

sensoriais da matéria-prima submetida ao tratamento (ROJA JUNIOR, 2008).

3.4.1 Pasteurizacao

A pasteurizagdo é um tratamento térmico controlado que utiliza temperaturas
menores que 100°C seguida por um resfriamento do alimento apds determinado
tempo de aquecimento. O tratamento visa a reducdo da carga microbiana, inativacédo
de enzimas e eliminagcdo de 4gua, de maneira a manter as caracteristicas sensoriais
do produto, este tratamento pode ser realizado com o alimento j& embalado e sob
pressdo atmosférica (SILVA, 2013; BARROS et al., 2015).

Tradicionalmente, o0 processo caracteriza-se por um aguecimento do alimento
na faixa de temperatura entre 63 a 75°C, por um periodo de tempo variavel de 15 a
30 segundos, seguido por um rapido resfriamento abaixo de 5°C. Apesar de empregar
calor para reduzir a carga microbiana, ap0s a pasteurizacdo o alimento ndo esta
estéril, logo outros tratamentos devem ser empregados para garantir a preservacao
do produto como fermentacéo, refrigeracao, congelamento, manutencao de condi¢cbes
anaerobicas, diminuicdo da atividade de agua, etc. (CARDOSO et al., 2010; SILVA,
2013).

O estudo do processo de pasteurizacdo de alimentos consiste na selecéo de
parametros (fisico-quimicos, nutricionais e sensoriais), do ajuste do binémio
tempo/temperatura (ideal para cada produto) e avaliacado da qualidade deste, quando
armazenada em condi¢Oes de temperatura controlada. A atividade da enzima POD,
atuante em determinados alimentos, pode ser utilizada para avaliar a eficiéncia em
tratamentos térmicos pelo fato desta enzima ser altamente termorresistente
(TEIXEIRA; NEVES; PENA, 2006, BASTOS et al., 2008).

3.4.2 Esterilizacéo

A esterilizacado objetiva eliminar todas as formas de microrganismos em
objetos e materiais, virus, bactérias, fungos, protozoarios e esporos, e a inativacao de
enzimas que causam altera¢cfes indesejaveis ao produto a um nivel de seguranca

aceitavel. Os microrganismos sobreviventes ndo sdo capazes de se desenvolver
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durante a conservacdo do produto, mantendo as caracteristicas dos alimentos a
temperatura ambiente (PENA; MACHOSHVILI, 1997; CARDOSO, 2007).

A operacdo de esterilizacdo € realizada com equipamento autoclave nas
condicbes de 121°C, por aproximadamente, 14 minutos. Esse tempo pode ser
aumentado dependendo da quantidade adicionada no equipamento, quanto mais
cheia maior o tempo de esterilizacdo. Existem diversos tipos de autoclave, enchimento
horizontal, vertical, e com diferentes capacidades. Outros fatores devem ser
considerados quando da otimizacdo de processamento térmico entre eles: retencao
de nutrientes, inativagcdo enzimética e destruicAo de microrganismos, sem
desconsiderar fatores econémicos de produtividade e custo (ROJA JUNIOR, 2008).

De acordo com Cardoso (2007) o processo de esterilizacdo de alimentos
liquidos é mais comumente realizado em trocadores de calor de placas, injecdo de
vapor, infusdo de liquidos no vapor, aquecimento por friccdo e filtracdo estéril. Os
processos citados anteriormente sao aplicados em produtos liquidos livres de
particulas. Os produtos liquidos particulados passam por processamento térmico mais
complexo, pois ndo apresentam uniformidade na distribuicdo de calor.

O tratamento térmico que visa a inativagcdo enzimatica consiste em uma das
solugcBes encontradas pela industria alimenticia na conservacao de produtos, em seu

periodo de elaboracdo e durante o armazenamento (SANTOS, 2009).

3.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Segundo Ribeiro (2005) um bom planejamento consiste em construir um
experimento de forma que este seja capaz de fornecer exatamente o tipo de
informac&o que buscamos. E fundamental definir claramente o objetivo que se quer
alcancar com os experimentos, para assim determinar o tipo de planejamento que
sera executado. Quando se deseja realizar uma triagem dos dados, aconselha-se
iniciar a execugao de um planejamento fatorial fracionario. Este tipo de planejamento
€ mais econdbmico e pode ser utilizado para estudar mais de 20 fatores experimentais
paralelamente. O planejamento fatorial completo avalia quantitativamente a influéncia
das variaveis sobre resposta de interesse, assim como as possiveis interagoes.
Quando se busca otimizar o sistema, maximizar ou minimizar alguma resposta utiliza-

se a metodologia de superficie de resposta.
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A metodologia de superficie de resposta (MSR) consiste em uma ferramenta
eficiente de otimizagéo baseada na variacao simultanea de diversos fatores (variaveis
independentes), previamente selecionados por sua influéncia nas propriedades do
processo, variaveis dependentes ou respostas. Para isso, faz uso de técnicas
matematica e estatisticas, os resultados experimentais indicam a combinagcédo de

niveis dos fatores dentro de uma regido étima (GRIZZOTTO et al., 2005).

3.6 CINETICA DE INATIVACAO ENZIMATICA

Segundo Murasaki (2005) as reacdes enziméticas em alimentos, ocorrem
normalmente, a uma taxa que € limitada pela concentracdo da enzima presente.
Geralmente, a inativacao térmica de enzimas segue uma cinética de primeira ordem

Equacbes 4 e 5.

_9A = kA Eq.4
BT q
A
= exp(-kt) Eq.5

Ao

Onde: Ao é a atividade inicial da enzima, no tempo zero, A é a atividade da
enzima ap6s o tratamento térmico no periodo de tempo t, k € a constante de

velocidade de 12 ordem e r é a taxa de reacao.

Conforme Klein (2014) a cinética de equacédo de primeira ordem descrita na
Equacédo 5 é muito utilizada para descrever a inativacéo térmica de diversas enzimas.
Os parametros dessa modelagem podem ser obtidos através da Equacdo de
Arrhenius que descreve a relacdo entre a constante de inativacao térmica (k) e a

temperatura (Equacao 6).

In(k) = In(C) - % Eq.6
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Onde: C é a constante de Arrhenius, Ea € a energia de ativagédo, R é a

constante universal dos gases e T é a temperatura absoluta.

Desvios dessa cinética sdo descritas por diversos pesquisadores. Modelos
tém sido propostos para elucidar as inativacbes nao lineares, entre os modelos
abordados neste estudo estdo Isoenzimas distintas, 2 (duas) Fragbes, Conversao
Fracionaria e Multicomponente de 12 (primeira) ordem.

Segundo Nabechima (2010) na area Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
comumente utilizam-se as reacdes de 12 ordem para determinar o tempo de
destruicdo térmica ou reducdo decimal (D). Entretanto, as cinéticas apresentam um
comportamento mais complexo, resultado de reacdes consecutivas ou paralelas de
isoenzimas (formas multimoleculares distintas para uma mesma enzima), inibidores,
ou outros componentes dos alimentos. As Equacdes 7, 8, 9 e 10 sao algumas
equacdes cinéticas nao lineares utilizadas para descrever o processo de degradacdo
térmica de enzimas em alimentos.

A Equacao 7 denominada “Isoenzimas distintas” (LUDIKHUYZE et al., 1999)
é considerada um modelo paralelo que leva em consideracdo que a enzima € uma

mistura de pelo menos duas formas ativas de enzimas com diferentes sensibilidades.

A
™ = AL exp(-k t) + Ag exp(-krt) Eq.7
0

Em que: AL € a fracdo menos resistente, Ar € a fracdo mais resistente, k. € a
constante de inativacdo da fracdo menos resistente, kr € a constante de inativacéo da

fracdo mais resistente.

A Equacdo 8 chamada “Duas Fragdes” (CHEN e WU, 1998) também é
considerada um modelo paralelo, esta equacdo possui um coeficiente a que
representa a atividade da fragdo menos resistente da enzima em relagéo a atividade

total.

A
™ =a exp(-k.t) + (1-a) exp(-krt) Eq.8
0
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Onde: k. é a constante de inativacdo da fragdo menos resistente, kr € a
constante de inativagéo da fragdo mais resistente.

A Equacgao 9 denominada de “Conversao Fracionaria” (RIZVI E TONG, 1997)
€ mais um modelo paralelo que propde a presenca de isoformas ou isoenzimas,
considera a atividade da enzima diferente de zero apds o tratamento térmico, devido

a presenca de uma isoforma muito termorresistente.

A
A A+ (Ap- A)) exp(-kt) Eq.9
0

Em que: Aré a atividade enzimatica residual referente a fragdo extremamente

resistente.

A Equacédo 10 chamada de “Multicomponente de 12 ordem” (FUJIKAWA E
ITOH, 1996) consiste da soma da cinética de seus componentes, cada uma seguindo

uma cinética de inativacao de 12 ordem durante o tratamento térmico.

A [exp(-kqt) +rexp(-kyt)]
Ao (1+0

Eq.10
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DA MATERIA-PRIMA

O dendezeiro (Elaeis guineensis) da variagdo Delix Ghana com
aproximadamente, 7 anos de idade foi cedida pela empresa Biopalma S/A, localizacéo
2° 13’ 38” S e 48° 51° 47” W. A palmeira possuia 2,71 m de perimetro e 2,18 m de
altura, coletou-se na éarea I-22. Retirou-se, aproximadamente, 1 metro da regido
central da palmeira, descartando a porcéao periférica. Os blocos formados desta regido
foram entdo transportados para o Laboratorio de Operacdes de Separacdo
(LAOS/ITEC/UFPA), sendo o material lavado em &gua corrente e mantido em

temperatura de congelamento no mesmo dia de coleta (Figura 4).

-
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Figura 4 Esquema de obtencao da fracdo central e reducao de tamanho.
Fonte: Do autor (2016).

4.2 OBTENCAO DA SEIVA

Os blocos do estipe foram reduzidos de tamanho para facilitar a extracao da
seiva (Figura 5A), de forma manual com auxilio de laminas em aco inoxidavel, em
seguida, armazenado em sacos de polietileno e mantido em freezer até a operacéo
de prensagem.

A extracdo da seiva foi realizada com auxilio de prensa hidraulica de bancada
(SIWA FMB) com capacidade de 1L e pressdao maxima de 15 toneladas/cmz.

Posteriormente, a seiva foi centrifugada (Marca Sigma Modelo 6-15H) a 3000 rpm por
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15 minutos e o sobrenadante acondicionado em embalagens de polietileno de alta
densidade com capacidade para 200 mL (Figura 5B).

Figura 5 Reducao do spe do dendezeiro (A) e acondicionamento da seiva (B).
Fonte: Do autor (2016).

4.3 CARACTERIZACAO FISICA, FISICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DA SEIVA

A caracterizacgdao fisica, fisico-quimica e microbiolégica da seiva foi realizada

através das seguintes analises:
4.3.1 Umidade

Determinada por secagem em estufa de circulacdo de ar (Marca Quimis,
modelo Q-314 M 122) com areia tratada a 105°C, até peso constante conforme
método 31.1.02 da AOAC (1997).

4.3.2 Cinzas

Determinada por método gravimétrico, incineracdo da amostra em forno mufla
a 550°C até massa constante, de acordo com o método 938.08 da AOAC (1997).
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4.3.3 Agucares Redutores

Conforme metodologia descrita por Moura (2007) com preparo do reagente
acido dinitrossalicilico (DNS), reacdo deste com a amostra em banho-maria em
temperatura de ebulicdo por 5 minutos, seguida por resfriamento e leitura em
espectrofotometro marca Thermo Scientific a 540 nm. A calibracao foi realizada com
curva padrdo de glicose, a partir da solucdo mae de concentracdo 1 g/L. Foram

realizadas diluicbes nas concentracdes entre 0,1 a 0,9 g/L de glicose (Apéndice A).

4.3.4 AguUcares Totais

Metodologia determinada por Dubois et al. (1956) com a utilizacao de solucdo
de fenol e &cido sulfurico concentrado. Foram transferidos para tubos de ensaios,
aliguotas de 800 uL de amostra convenientemente diluida (900 vezes), 400 uL de
solucéo de fenol a 5% e 2000 pL de &cido sulfurico concentrado, em seguida os tubos
foram homogeneizados e deixados para esfriar por 30 minutos. Posteriormente, as
amostras foram lidas em espectrofotdmetro Thermo Scientific a 490 nm. Os resultados
foram calculados através de curva de calibracdo com solucao de glicose padrdo nas
concentragdes de 10 a 60 pL/mL de solucao (Apéndice B).

4.3.5 Potencial Hidrogeniénico (pH)

Leitura direta em potencidmetro (Marca pH meter, modelo W3B) previamente
calibrado com os tampdes pH 4,0 e 7,0 a 20°C, de acordo com o método 981.12 AOAC
(1997).

4.3.6 Solidos Soluveis

Leitura direta da amostra homogeneizada a 20°C em refratdmetro ABBE de
bancada marca Quimis, modelo Q7678, conforme método 932.12 AOAC (1997).
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4.3.7 Massa Especifica

Leitura direta da seiva homogeneizada em densimetro digital marca Anton
PAAR modelo DMA 35.

4.3.8 Andlise Microbiolégica

As analises de bolores e leveduras foram realizadas através de diluicdes das
amostras até 103 e, posteriormente, incubadas por 7 dias a 25°C de acordo com
método descrito por Silva et al., (2007).

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

4.4.1 Polifenoloxidase

A determinacédo da atividade enzimatica da PFO foi realizada por metodologia
adaptada por Rogez (2000) para acai. Consistiu na mistura reacional de 50 pL de
extrato bruto de seiva, 350 pL de substrato catecol na concentracdo 70 mM em 2600
pL de tampao fosfato 0,05 M (pH 6,0). A leitura do extrato bruto de seiva (item 4.5.1)
foi realizada em espectrofotometro UV/Visivel (Pharmacia Biotech 2000, modelo 08-
2106) a um comprimento de onda de 407 nm a cada 20 segundos no intervalo de 6
minutos de reacdo. O branco foi realizado através da mistura de 2650 uL de solucéo

tampéao e 350 pL de catecol.

4.4.2 Peroxidase

4.4.2.1 Investigagao do protocolo experimental da POD

A investigacao da atividade da peroxidase na seiva foi feita de acordo com o

procedimento descrito a seguir, conforme Rogez (2000).
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- Determinacé&o do pH 6timo

A determinacéo do melhor pH para a atividade da peroxidase foi realizado em
sistema tamponado na faixa de pH 4,0 a 6,0 variando-se os tampdes em 0,5 (4,0, 4,5,
5,0, 5,5, 6,0). Inicialmente, os substratos p-fenilenodiamina (p-pda) e o perdxido de
hidrogénio (H202), bem como a enzima (seiva) foram diluidos em &agua ultrapura.
Posteriormente, realizaram-se os testes com os diferentes tampdes adicionados a
mistura reacional na cubeta em temperatura de 25°C, medindo-se em
espectrofotometro UV/Visivel (Pharmacia Biotech 2000, modelo 08-2106) em
comprimento de onda de 515 nm.

- Determinacao da melhor concentracdo da p-fenilenodiamina

Preparou-se com este substrato uma solucdo padrdo a 2% diluindo-se o p-
pda em solucdo tampéao fosfato de sddio a 0,05 M e pH 5,5. A partir desta solucdo
foram realizadas varias diluicbes com concentracdes entre 0,61 a 9,24 mM na cubeta.
Mantendo-se a concentragédo de H20:2 inicial em 15 mM. Determinou-se a velocidade
maxima (Vmax) € a constante de Michaelis-Mentem (km) plotando-se os gréaficos da
concentracdo de p-pda em funcado da atividade enzimatica, expressa em unidade de

absorbancia por minuto (UA/min) e, posterior linearizacéo de Lineweaver-Burk.

- Determinacdo da concentracao de perdxido de hidrogénio

O H20: é utilizado como um substrato oxidante do p-pda promovendo a
formacdo de um composto colorido, que posteriormente, € quantificado. Para
determinacdo da concentracdo de peréxido, preparou-se uma solucédo a 15 mM. A
partir da solucdo mae, realizaram-se diluicbes variando a concentracdo de peroxido
entre 0,25 a 1,14 mM do substrato na mistura reacional. Posteriormente, determinou-
se a velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaelis-Mentem (km) pela
construcéo dos gréaficos da concentracéo de H202 em funcéo da atividade enzimatica

(UA/min) e, posterior linearizacéo de Lineweaver-Burk.
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- Determinacdo da concentragcdo 6tima de enzima (seiva)

Realizou-se a diluicdo da enzima em 30 vezes com solugcéo tampao de fosfato
a 0,056 M e pH 5,5, e posterior filtracdo. A solucdo diluida apresentava uma
concentracdo de enzima inicial de 3,33% promovendo a partir de entdo, diversas
diluicdes variando-se as concentragdes entre 0,027 a 0,222% na mistura reacional.

4.5 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

4.5.1 Preparo do extrato de seiva

Para a determinacdo dos compostos fendlicos da seiva, uma solucdo
contendo acetona, 4gua destilada e &cido acético na propor¢ao 70:29,5:0,5 (v:v:v), foi
adicionada a seiva na razéo de 1:1, e em seguida, centrifugada a 8000 rpm, a 4°C,
durante 20 minutos (COUNET et al., 2004). Apds, o sobrenadante (extrato de seiva)
foi recolhido em recipiente de vidro ambar e saturado com gas nitrogénio, mantido sob

temperatura de refrigeracdo até o momento das analises.

4.5.2 Determinacgao de polifendis totais

A quantificacao dos polifendis totais foi realizada através do método de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). A mistura reacional continha 500 pL de
extrato de seiva, 250 pL de solucéo Folin-Ciocalteu a 1N e 1250 pL de solucao de
carbonato de sodio (Na2COs) a 7,5%. A mistura reagiu em cubetas de
polimetilmetacrilato (PMMA) por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C) e
protegida de luz direta. Decorrido o tempo de reacgdo realizou-se as leituras em
espectrofotometro (Spectro Vision) a um comprimento de onda de 750 nm. Realizou-
se uma amostra branco com a mistura de todos 0s reagentes e 0 uso de agua
destilada em substituicdo ao extrato. Os resultados foram expressos em mg

equivalente acido galico/L (ANEXO A).
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4.5.3 Quantificagéo de flavanois totais

A gquantificacdo de flavanais totais foi realizada pela reacdo de condensacéo
do p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) com a molécula de flavanol (DELCOUR et
al., 1985; MCMURROUGH; BAERT, 1994). Realizou-se uma solucdo de acido
cloridrico-metanol na proporgdo 1:3, e posteriormente, adicionou-se a esta solugao o
DMACA de forma a obter uma concentracao final de 0,5 mg/mL. A mistura reacional
consistiu de 400 pL de extrato de seiva com 2000 pL de solucdo DMACA em cubetas
de PMMA protegidas da luz, a mistura reagiu durante 10 minutos, realizando a leitura
em espectrofotdmetro (Spectro Vision) a um comprimento de onda de 640 nm contra
um branco, mistura dos reagentes com agua destilada em substituicdo do extrato. Os

valores foram expressos em mg de catequina/L de extrato de seiva (ANEXO B).

4.5.4 Quantificacdo de flavonadis totais

Os flavonais totais foram quantificados através da reacdo deste grupo de
compostos com uma solucao metandlica a 2% de cloreto de aluminio (CHANG et al.,
2002). A mistura reacional consistiu em 1000 pL de extrato de seiva e 1000 pL de
solucdo metandlica, a reacdo ocorreu durante 10 minutos, protegidos da luz. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectro Vision) a um comprimento de
onda de 430 nm contra um branco, metanol em substituicdo ao extrato de seiva.

Sendo os resultados expressos em mg de equivalente quercetinal/L.

4.5.5 Determinacédo de taninos condensados ou proantocianidinas

A quantificacdo de proantocianidinas foi realizada pelo método do butanol-
acido cloridrico (HCI) conforme Julkumen-Tiitto (1985). Realizou-se um preparo de
solugéo de butanol:HCI na proporcéo de 95,5:0,5 mL. Posteriormente, adicionou-se a
tubos de ensaio com tampas protegidos da luz, 200 pL de extrato de seiva em 4000
pL de solucdo butanol:HCI. A mistura reacional foi aguecida em banho orbital (Marca
Lucadema) a temperatura de 90°C por 2 horas, em seguida realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro (Spectro Vision) a um comprimento de onda de 550 nm contra um

branco, mistura dos reagentes ndo submetidos ao aquecimento.
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4.6 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacéo da capacidade antioxidante do extrato de seiva foi avaliada
conforme o protocolo do método de capacidade de absorcdo do radical oxigénio
(ORAC) adaptado de Ou et al. (2001) e modificado de Huang et al. (2002) utilizando
Fluorimetro Microplate Fluorescent Reader, BIO-TEK Instruments, Inc. USA e
software Gean 5.

Inicialmente, preparou-se a solucao tampao fosfato a 75 mM e pH 7,4 sendo
esta utilizada no preparo das demais solu¢des da analise. Em seguida, preparou-se a
solucao estoque de fluoresceina dissolvendo 16,7 mg de fluoresceina de sédio
completando-se com 100 mL de tampédo podendo esta ser armazenada por até 4
meses. Posteriormente, preparou-se a solucéo estoque de Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetrametylchromane-2-carboxylic acid) pesando 2,6 mg do reagente completando-se
em 100 mL de tamp&o (armazenar por até 4 meses).

No dia da andlise realizou-se o preparo das solucdes de trabalho. A solucdo
de fluoresceina foi obtida transferindo-se 39,8 mL de tampéo em vidro ambar, seguida
por 200 pL de fluoresceina previamente diluida (40 pL da solu¢cdo mée de fluoresceina
em 3160 pL de tampéo). Finalmente, preparou-se a solugcéo de APPH (2,2’-Azobis (2-
methylpropionamidine) dihydrochloride) pesando-se 414 mg de AAPH em 10 mL de
tampdo, sendo mantida refrigerada até o momento da utilizacdo.

O preparo do ensaio foi feito utilizando-se uma microplaca com 96 pocos,
onde 25 pL do extrato de seiva, convenientemente diluido em tampé&o foi
homogeneizado em 150 pL da solucao trabalho de fluoresceina, incubando-se a
mistura por 15 minutos a 37°C. Posteriormente, injetou-se 25 uL de AAPH. O
decaimento da fluorescéncia no extrato foi medido por minuto durante 50 minutos nos
comprimentos de onda de 485 nm (excitacdo) e 520 nm (emisséo). O branco da
analise foi realizado com 25 pL de tampéao substituindo o extrato de seiva.

Realizou-se, ainda, a construcdo da curva de calibracdo da analise a partir da
solugéo trolox a 1 mM, sendo feitas diluicbes da solugao estoque nas concentragbes
1, 2, 4 e 8 uM (ANEXO C). A capacidade antioxidante foi quantificada baseada no
céalculo da area formada abaixo da curva, sendo expressa em pmol equivalente trolox

por g de amostra em base seca (ETrolox/g bs.).
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4.7 AVALIACAO DO PROCESSO DE PASTEURIZACAO

4.7.1 Tratamento térmico das amostras

Para a realizag&o da pasteurizacdo das amostras de seiva 0s bindmios tempo
x temperatura foram pré-determinados através de ensaios preliminares de inativacao
da POD com intervalos de tempo menores. Foram adicionados a tubos de ensaios 50
mL de seiva com ajuste prévio de pH, os tubos foram entdo levados a um banho
termostatico para aquecimento, o intervalo de temperatura utilizado foi de 63 a 97°C
em diferentes tempos 3,3 a 11,7 minutos seguindo um planejamento experimental. O
monitoramento do bindmio foi realizado com auxilio de termémetro e cronémetro
digital. Finalmente, apés a pasteurizacao os tubos foram imediatamente resfriados em
banho de gelo e mantidos em temperatura de refrigeracdo ~10°C até a determinacéo
da atividade da POD.

4.7.2 Determinacdo dos parametros do estudo

A pasteurizacdo da seiva seguiu um delineamento experimental 22 avaliando-
se os efeitos das variaveis independentes: tempo, temperatura e pH em funcéo da
variavel dependente, atividade da POD. Foram realizados 17 (dezessete) ensaios
experimentais, 8 (oito) ensaios lineares, 6 (seis) axiais e 3 (trés) ensaios no ponto
central, de acordo com a Tabela 3. A atividade da POD foi feita de acordo com o
protocolo experimental otimizado para seiva descrito no item 4.4.2.1.
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Tabela 3 Planejamento experimental da pasteurizagdo da seiva

Variavel codificada Variavel real
Ensaio Temperatura Tempo Temperatura Tempo
(°C) (min.) PH (°C) (min.) P
1 -1 -1 -1 70,0 5,0 4,00
2 -1 -1 +1 70,0 5,0 6,00
3 -1 +1 -1 70,0 10,0 4,00
4 -1 +1 +1 70,0 10,0 6,00
5 +1 -1 -1 90,0 5,0 4,00
6 +1 -1 +1 90,0 5,0 6,00
7 +1 +1 -1 90,0 10,0 4,00
8 +1 +1 +1 90,0 10,0 6,00
9 -1,68 0 0 63,2 7,5 5,00
10 +1,68 0 0 96,8 7,5 5,00
11 0 -1,68 0 80,0 3,3 5,00
12 0 1,68 0 80,0 11,7 5,00
13 0 0 -1,68 80,0 7,5 3,32
14 0 0 +1,68 80,0 7,5 6,68
15 0 0 0 80,0 7,5 5,00
16 0 0 0 80,0 7,5 5,00
17 0 0 0 80,0 7,5 5,00

Os resultados experimentais da atividade da peroxidase foram tratados
através do software STATISTICA 7, sendo submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste F.



43

4.8 CINETICA DE INATIVACAO TERMICA DA PEROXIDASE NA SEIVA

As cinéticas de inativacdo térmica da POD foram realizadas na temperatura
de 70°C nos tempos de tratamento térmico de 2,5, 5, 10 e 15 minutos, na temperatura
de 80°C nos tempos de 1,7, 3,3, 5 e 7,5 minutos, e na temperatura de 90°C nos
tempos de 0,5, 1, 3 e 5 minutos. Os bindmios utilizados na cinética de inativagao foram
baseados em testes preliminares e no planejamento experimental de pasteurizacéo
da seiva, foi mantido o valor de pH 4,0 em todos o0s ensaios. Realizou-se a construcéo
das curvas plotando-se a relacdo entre atividade residual da enzima pela atividade
inicial (A/Ao) em fung¢ao do tempo.

A modelagem aos dados experimentais foi realizada com auxilio do software
STATISTICA 7 (STATSOFT) com modelos propostos na literatura para a inativacao
térmica da peroxidase através de cinéticas de primeira ordem linear e nao lineares
descritos no item 3.6.

Verificou-se o melhor ajuste dos modelos aos dados experimentais através da

andlise de X2 e Erro padrdo conforme descrito nas equacgdes 11 e 12.

2
2_ 2 (aobservado'apredito)

X (n-p)

Eq.11

2
2 (aobservado'apredito)

vn

Erro padréo= Eq.12

Onde: n é o niumero de observacgdes, p 0 numero de parametros do modelo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FiSICAS, FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DA
SEIVA

Os resultados da caracterizacao fisica e fisico-quimica da seiva bruta sao
apresentados na Tabela 4. Observa-se que o valor de umidade € semelhante ao
descrito por Chooklin, Kaewsichan e Kaewisrichan (2011) e Umerie (2000), ambos
para a seiva de dendezeiros originarios da Tailandia e Nigéria, respectivamente. No
entanto, sabe-se que para valores de umidade acima de 90% a contaminacao por
microrganismo € favorecida, sendo necessario o emprego de métodos de

conservagao combinados visando o aumento do tempo de preservagao do produto.

Tabela 4 Caracteristica fisica e fisico-quimica da seiva

Parametro Seiva bruta Chooklin etal. Umerie Outros
(2011) (2000)*

Umidade (%) 94,27+0,03 97,06 93,33 -
Acucar Total (g/L) 39,86 +£1,81 19,17 - 76,09t
AcuUcar Redutor (g/L) 5,59+ 0,20 - 8,42 -
Sdélidos soluveis (°Brix) 7,13 + 0,05 3,4 - -
Cinzas (%) 0,85 + 0,005 - - 0,252
pH 3,94 £ 0,005 7,49 4,5 5,08
Massa especifica (g/cm3) 1,02 + 0,00 - 1,06 1,073
Fonte: Zahari et al. (2011), 2 Ikegwu, Okafor, Ochiogu (2014) para seiva da inflorescéncia, 3Kosugi et

al. (2010).

* Seiva obtida da base foliar da palmeira E.guineensis.

Nota-se uma grande variacdo quanto ao teor de acucar total na seiva do
estipe, o conteudo verificado neste esta compreendido entre as pesquisas citadas.
Ambas as seivas retiradas do estipe de regibes geograficas distintas. Essas
diferencas na concentracdo podem ocorrer sendo consideradas esperadas, visto que,
0 conteudo da seiva depende de diversos fatores como adubacdo do vegetal,

condicdes edafoclimaticas da regido, idade da planta, etc.
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O teor de acucar redutor em glicose apesar de inferior ao encontrado por
Umerie (2000), ja era esperado, visto que, as seivas foram obtidas de diferentes partes
da palmeira, no escrito do autor, este realizou a coleta da base da inflorescéncia por
12 horas e promoveu um tratamento térmico a 60°C por 10 minutos, ressaltando que
a aplicacéo de calor pode ter influenciado no aumento do teor de agucar redutor pela
hidrolise dos carboidratos.

O teor de sodlidos soluveis foi superior ao encontrado por Chooklin,
Kaewsichan e Kaewisrichan (2011) obtida da seiva do estipe na porcéao interna, valor
ja esperado, pois 0 parametro estd diretamente relacionado a concentracdo de
componentes solGveis na seiva, incluindo carboidratos, proteinas, vitaminas e
minerais, neste caso, diretamente relacionado a concentracdo de acucares. Lagaceé
et al. (2015) encontraram para a seiva de bordo combinados em 5 periodos um valor
médio de 2,03 °Brix, j& na pesquisa de Bazinet et al. (2007) observaram para a seiva
de bordo um teor de soélidos soluveis de 6,6 °Brix.

O teor de cinzas difere do descrito por Ikegwu, Okafor e Ochiogu (2014) para
a seiva obtida da inflorescéncia da E.guineensis da Nigéria. Enfatizando que os
constituintes na seiva dependem de varios fatores como origem da palmeira,
adubacao do solo, e condi¢des climaticas da regido, além de se observar diferencas
na composicao desta dependendo da parte em que se realiza a coleta, estipe ou
inflorescéncia. Bazinet et al., (2007) verificaram para o xarope de bordo a 67,5 °Brix
um teor de cinzas de 0,83% na amostra controle, observaram, ainda, uma reducao
deste parametro apdés a desmineralizacdo por osmose reversa iguais a 0,69%
(desmineralizacdo a 12,5%) e 0,51% (25% de desmineralizac&o).

Nota-se a distin¢éo entre os valores de pH nos escritos citados, valores esses,
podem ser dependentes da acidez do solo e das caracteristicas da adubacédo da
planta. A seiva, ora em estudo, apresentou pH abaixo de 4,5. Oliveira et al. (2007) e
Andrade et al. (2008) determinaram valores de pH igual a 5,28 e 3,98 para o caldo de
cana puro in natura e armazenado apor 24 dias entre 22 e 25°C, respectivamente.
Segundo Forsythe (2013) o valor de pH da seiva pode ser considerado um produto de
meédia acidez por estar compreendido na faixa de pH entre 3,7 a 4,5. No entanto, este
parametro isolado, ndo garante seguridade contra contaminacdo microbioldgica e

também total inatividade enzimatica, levando a necessidade do emprego de outras
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formas de conservacao combinadas para promover um maior tempo de conservacao
da seiva.

O resultado microbiolégico encontrado para seiva bruta, previamente extraida
e congelada, quanto a contagem de bolores e leveduras mostrou-se satisfatorio
apresentando uma contagem total de <1 UFC/mL na menor diluigdo 101. Segundo
Silva (2002) a presenca destes microrganismos em indice elevado nos alimentos pode
fornecer indicios de condicfes higiénico-sanitarias insatisfatorias. Neste caso, a seiva
apresenta uma qualidade satisfatéria quanto a contaminagéao microbiolégica, fato este
pode ter ocorrido pela caracteristica intrinseca da seiva, pH baixo, além do estipe ser
mantido em temperatura de congelamento (-18°C).

5.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

Durante a caracterizacao fisico-quimica da seiva, observou-se que ocorria 0
seu escurecimento, fato este que levou a investigacdo das principais enzimas que

promovem este fendbmeno, as polifenoloxidases e peroxidases.

5.2.1 Polifenoloxidase

Os resultados experimentais mostraram que a enzima polifenoloxidase nao
estava presente na seiva, 0 que reforcou a investigacdo da atividade da enzima

peroxidase e o protocolo experimental de analise.

5.2.2 Peroxidase

A determinacdo de presenca da atividade peroxidase na seiva resultou no

protocolo experimental a seguir:

- Evolugéo da atividade enzimética da peroxidase em funcéo do pH

A Figura 6 apresenta a evolugdo da atividade da enzima peroxidase em
funcdo do pH do tampé&o a temperatura ambiente 25°C. Nota-se um aumento da
atividade da POD de pH 4,0 a 5,5 onde apresentou um pico maximo, decrescendo

novamente a partir de pH 6,0. Verifica-se, ainda que abaixo de pH 4,0 a atividade
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enzimatica € reduzida, ou seja, abaixo de 0,02 UA/min. E provavel que haja uma
inibicéo total da POD, resultado que pode ser interessante para conservacéao da seiva,
pois trata-se de mais uma forma de tratamento que combinada a pasteurizacéo pode

estender o tempo de conservacgao do produto.
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Figura 6 Evolucao da atividade da peroxidase em funcéo do pH.

Fontan et al. (2012) afirma que a enzima peroxidase presente na agua de coco
apresenta uma atividade maxima em pH 5,5 a 35°C, logo por ser resistente ao calor,
esta pode ser considerada como um indicador biolégico de tratamento térmico.

Fortea et al. (2009) trabalhando com uvas de mesa variedade Crimson
Seedless realizou a extracdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase da matéria-

prima, determinando a atividade enzimética de ambas a 25°C.

- Evolucéo da atividade enzimética em funcéo da concentracao do p-pda

A Figura 7 apresenta a curva de Michaelis-Menten para atividade da
peroxidase da seiva e a Figura 8 a linearizagcéo de Lineweaver-Burck. Nota-se que a
atividade enzimatica cresce rapidamente nas menores concentragdes de substrato, a
partir de 5 mM a atividade pouco se altera apesar do aumento da concentracao de

substrato, indicando a saturacao da enzima pelo substrato.
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O comportamento da curva de concentragdo do substrato em fungédo da
atividade da enzima permitiu selecionar a concentracdo de trabalho do substrato p-
pda para a determinacao da atividade da POD na seiva de 4,62 mM.

A linearizagéao da curva de p-pda apresentou bom coeficiente de correlacéo
comprovada pelo valor de R?igual a 0,9894. Os valores de km e Vmax foram calculados
1,38 mM e 0,11 UA/min.
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Figura 7 Curva de Michaelis-Menten da peroxidase da seiva para o substrato p-pda.
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Figura 8 Linearizacdo de Lineweaver-Burk obtida a partir da curva de Michaelis-

Menten da atividade enzimatica da POD da seiva para o substrato p-pda.
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- Evolugéo da atividade enzimética em fung&o da concentracdo do H202

A Figura 9 mostra a evolugéo da atividade enzimética da POD em funcéo da
concentracdo do peroxido de hidrogénio. Observando o comportamento da curva
verifica-se que esta apresentou um aumento de atividade quando se aumentou a
concentracdo de H20: até aproximadamente 1,0 mM quando inicia a diminuicdo da
atividade pelo aumento do substrato.

A linearizacdo de Lineweaver-Burk (Figura 10) para a curva de atividade da
POD versus H202 mostrou uma boa correlagdo dos dados (R?=0,9963). Os valores

calculados de km e Vmax foram 1,24 mM e 0,25 UA/min.
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Figura 9 Evolucao da atividade da peroxidase da seiva para o H20x.

Observando-se o comportamento da curva de atividade da POD em funcgéo
da concentracdo de H20:2 selecionou-se trabalhar com a concentragédo de 0,83 mM.
Apesar de, ainda se observar o crescimento da atividade da POD acima de 0,8 mM
Lick (1965) ressalta que a concentracao de H202 ndo deve ultrapassar 1,0 mM, pois

concentracdes superiores promovem a inibigcdo da enzima por excesso de substrato.
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Figura 10 Linearizacdo de Lineweaver-Burk obtida a partir da curva de Michaelis-

Menten da atividade enzimatica da POD da seiva para o substrato H202.

- Evolucéo da atividade enzimatica em fun¢éo da concentracdo de enzima

A Figura 11 apresenta o comportamento da atividade da peroxidase em

relacdo a concentracdo de enzima na mistura reacional. A curva apresentou um 6timo

coeficiente de correlacéo (R?=0,9974). Selecionou-se a concentracao de 0,111% de

enzima na mistura reacional. A selecdo da concentracdo da enzima deve levar em

consideracéo a faixa de precisdo do espectrofotébmetro (0,100 a 1,000 unidades de

absorbancia - UA). Portanto, a concentracdo escolhida encontra-se dentro do intervalo

de confianca correspondendo a medida final de absorbancia de 0,760.
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Figura 11 Evolucao da atividade da peroxidase da seiva em fungéo da concentracéo

da enzima.

Finalmente, apos a verificacdo das condi¢cdes 6timas da enzima isoladamente,
realizou-se ensaios para a determinacao da melhor condicédo que permite a atividade
maxima da enzima sem ultrapassar o limite de deteccdo confiavel do
espectrofotometro (0,100 a 1,000 UA). Logo, determinou-se para o0 protocolo

experimental as seguintes condicdes:

- 150 uL de enzima diluida (3,33%) e filtrada;

- 125 pL de solugéo de H202a 15 mM;

- 75 pL de solucao p-pda a 2%

- 2650 pL de tampéo fosfato a 0,05 M e pH 5,5.

Realizou-se a cinética da atividade enzimatica por leitura da mistura reacional
em temperatura ambiente (~25°C) em espectrofotdmetro a cada 20 segundos durante
um periodo de tempo de 6 minutos a um comprimento de onda de 515 nm contra um
branco (mistura dos substratos com 2800 pL de solugdo tampéo). Todas as
determinacdes realizadas na otimizacdo da atividade da peroxidase da seiva foram

efetuadas em triplicata.
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5.3 COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PRESENTE NA
SEIVA

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados médios obtidos nas
determinacdes dos polifendis totais, flavandis totais, flavondis totais e

proantocianidinas e, da capacidade antioxidante da seiva.

Tabela 5 Determinac¢des dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante da seiva

Parametro Valor
Polifendis totais (mg EAG / L seiva) 39,20 £ 0,68
Flavanois totais (mg EC/ L seiva) 18,04 £ 0,28
Flavonais totais nd*
Proantocianidinas nd*

Capacidade antioxidante (UmolesET/g de seiva b.s.) 66,13 = 1,27

*nd: Nao detectado.

O teor de polifendis totais encontrado para a seiva do dendezeiro foi de 39,20
mg EAG/L de seiva. Os flavandis totais encontrados (18,04 mg EC/L seiva) que € uma
classe de monémeros dos polifendis correspondem a 46,02% dos polifendis totais
quantificados. Os flavondis totais, os taninos condensaveis ou proantocianidinas nédo
foram detectados na seiva.

A capacidade antioxidante da seiva de dendezeiro encontrada neste estudo
foi préxima ao determinado por Goncalves (2008) para o fruto bacuri (82 uMol trolox/g
amostra seca). O mesmo autor verificou para outros frutos e polpa como a de umbu
(42 pMol trolox/g amostra seca) e bacuri (119 pMol trolox/g amostra seca). A
capacidade antioxidante pode variar em diferentes matrizes alimentares devido a

diferencas na composicao.

5.4 AVALIACAO DO PROCESSO DE PASTEURIZACAO SOBRE A INATIVACAO DA
PEROXIDASE

A atividade da peroxidase da seiva sem aplicacdo da pasteurizacéo resultou
em 22,72 UA/min/mL e os valores da atividade para a seiva pasteurizada estao

apresentados na Tabela 6. Observa-se que os ensaios 1 e 13, foram 0s que
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apresentaram, respectivamente, a menor (10%) e maior reducao (92%) da atividade

da POD.

Tabela 6 Atividade da POD na seiva ap0és a pasteurizacao

Variaveis independentes Resposta
Ensaio ! t pH POP
(°C) (min) (UA/min/mL)
1 70,0 5,0 4,00 20,398
2 70,0 5,0 6,00 20,226
3 70,0 10,0 4,00 19,849
4 70,0 10,0 6,00 18,673
5 90,0 5,0 4,00 2,891
6 90,0 5,0 6,00 13,152
7 90,0 10,0 4,00 3,659
8 90,0 10,0 6,00 14,852
9 63,2 7,5 5,00 18,492
10 96,8 7,5 5,00 9,075
11 80,0 3,3 5,00 17,475
12 80,0 11,7 5,00 13,399
13 80,0 7,5 3,32 1,713
14 80,0 7,5 6,68 13,686
15 (C) 80,0 7,5 5,00 13,133
16 (C) 80,0 7,5 5,00 17,179
17 (C) 80,0 7,5 5,00 14,782

A andlise estatistica aplicada aos dados experimentais da atividade da POD

foi feita pelo erro puro e o resultado esta apresentado na Tabela 7. Os efeitos lineares

de Temperatura e pH, e a interacdo T x pH que estdo destacados em negrito ndo

foram significativos ao nivel de confianca de 95%.



54

Tabela 7 Efeito estimado, erro puro, coeficiente (t) e significancia estatistica de cada

fator para a atividade da peroxidase na seiva

Fatores Efeito estimado Erro puro t Significancia (p)
Média/lnteracdes 14,8932 1,1720 12,7069 0,00613
Temperatura (L) -8,8549 1,1014  -8,0393 0,01512
Temperatura (Q) 0,0429 1,2134 0,0353 0,97498

Tempo (L) -0,9500 1,1014  -0,8625 0,47931
Tempo (Q) 1,2146 1,2134 1,0009 0,42227

pH (L) 5,8955 1,1014 5,3524 0,03317

pH (Q) -4,2684 1,2134  -3,5176 0,07217
Temperatura x tempo 1,1428 1,4384 0,7945 0,51020
Temperatura x pH 5,7006 1,4384 3,9629 0,05817
Tempo x pH -0,0182 1,4384  -0,0126 0,99102

O efeito estimado mostra o quanto cada fator influencia na resposta. O valor t
indica a grandeza da variavel em funcao do seu desvio. Logo, quanto maior o valor de
t, maior a probabilidade da variavel ser estatisticamente significativa. O valor do
coeficiente p corresponde ao nivel de significancia da variavel independente sobre a
variavel dependente (RIBEIRO, 2005). Neste escrito considera-se que para valores p
< 0,05 a variavel é estatisticamente significativa.

Nota-se na Tabela 7 um efeito negativo na temperatura (L) indicando que
guando se passa de 63,2 a 98,7 °C a atividade da peroxidase diminui. Resultado
esperado, pois 0 aumento de temperatura influencia a desnaturacdo de proteinas,
perda da conformacdo original, logo a enzima por ser uma proteina perde a
capacidade de realizar as suas fungoes.

O pH linear mostrou um efeito positivo, ou seja, quando passou de 3,32 para
6,68 favoreceu o aumento da atividade da peroxidase. O aumento do valor de pH
favorece a atividade da enzima por aproximar-se do seu pH 6timo. Sugere-se ainda,
gue valores muito baixos de pH promove a desestabilizacdo da enzima que perde sua
funcéo, e consequentemente, a diminuicdo da atividade.

Observa-se, ainda, na Tabela 7 que as variaveis estatisticamente
significativas, temperatura (L), pH (L) e a interacdo Temperatura x pH apresentaram

valores de coeficiente p < 0,05.
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Considerando somente os efeitos significativos para a atividade da POD
realizou-se a eliminagdo dos parametros com efeitos néo significativos, seguida pela
analise de variancia (ANOVA) com o intuito de avaliar a significancia da regresséao e

da falta de ajuste a um intervalo de confianca de 95% (Tabela 8).

Tabela 8 Analise de variancia do modelo ajustado para a atividade da POD

L Ftabelado
Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado Fc/Ft Rz
(p=0,05)
Regressao 518,346 4 129,586 23,24 3,26 7,129 0,88
Residuo 66,910 12 5,575
Falta de ajuste 58,633 10 5,863 1,416 19,4 0,073
Erro puro 8,277 2 4,138
Total 585,256 16

SQ: soma quadratica, GL: grau de liberdade, MQ: média quadratica.

Conforme Barros Neto et al. (2001) uma regressao apesar de ser significativa
do ponto de vista do teste F, pode néo ser preditiva por cobrir uma faixa de variagao
pequena dos fatores estudados. Box e Wetz (1973) sugerem que para uma regressao
ser significativamente estatistica e valida para fins preditivos, o valor de F calculado
para a regressao deve ser de quatro a cinco vezes maior que o F tabelado. Com base
no valor do coeficiente de regressédo gera-se um modelo codificado proposto para

representar a atividade residual da peroxidase na seiva descrito na Equacao 13.
UA
POD (m) = 14,89 —4,42T +2,94pH + 2,85TpH  Eq.13

Onde: T é a temperatura (°C) e pH o potencial hidrogenidnico.

Analisando a relagdo Fcaiculado SObre Frabelado (Fc/Ft) verifica-se que esta
apresentou um valor igual a 7,12, logo de acordo com Box e Wetz (1973) o modelo
descrito na Equacdo 13 é significativo a um nivel de confianca de 95%. Nota-se

também que a falta de ajuste na Tabela 8 por ser ndo significativa este modelo
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também pode ser utilizado para fins preditivos. O coeficiente de correlacdo (R?)
encontrado neste escrito foi de 0,88, ou seja, 0 modelo codificado proposto que
representa a atividade enzimatica residual do POD na seiva consegue explicar mais
de 88% dos dados observados.

A Figura 12 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel relacionando
os fatores pH e temperatura, em um intervalo de tempo de 7,5 minutos. Nota-se que
0S menores valores de atividade da enzima ocorrem na faixa de temperatura proxima
a 82°C até 96,8°C quando o pH se encontra compreendido entre 3,32 a 4,0. A
superficie de resposta demonstra, ainda a alta resisténcia a inativagcdo da enzima
quando o pH se encontra na faixa proxima do pH étimo da POD entre 5,0 a 6,68 esta
ainda é elevada mesmo na faixa de temperatura estudada.

A Figura 13 mostra a superficie de resposta e curva de nivel para a atividade
da POD relacionando-se o tempo e temperatura para um valor de pH igual a 5,0.
Observa-se que pelo fato do pH estar préximo ao valor 6timo para a atividade da POD
na seiva, verifica-se que a reducdo desta se torna mais evidente na faixa de
temperatura entre 80 a 96,8°C independente do intervalo de tempo avaliado. Logo,

neste valor de pH a temperatura apresenta maior influéncia na redugéo da atividade.
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Figura 12 Superficie de resposta e curva de nivel para a atividade da POD

relacionando a temperatura e pH para um intervalo de tempo de 7,5 minutos.
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Figura 13 Superficie de resposta e curva de nivel para a atividade da POD

relacionando tempo e temperatura para pH igual a 5,0.

A Figura 14 mostra a superficie de resposta e curva de nivel dos fatores pH e
tempo, na temperatura de 80°C. Novamente, se observa que a faixa de tempo
estudado nao influenciou na diminuicdo da atividade da enzima, neste caso, o pH é o
fator responsavel pela diminuicdo desta atividade evidenciada na faixa compreendida
entre 3,32 a 4,0 nesta temperatura.

Valores extremos de pH, normalmente, desnaturam as proteinas, provocando
a inativacdo das enzimas. A perda da capacidade de peroxidases com a acidificacao
do meio de reacédo pode ser atribuida a alteracdo na conformacéo original desta, que
pode ser reversivel, pelo desligamento do grupo heme, ou irreversivel que pode ser
atingida na condicéo de pH 2,4 e 25 °C. Ressalta ainda, que mudancas na interacao
entre o grupamento heme e a proteina podem promover desde perda de estabilidade
até mudanca de conformacdo de um estado desnaturado reversivel para o
irreversivel, sendo uma funcéo do pH e temperatura (KAMIKURA, 2006).
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Figura 14 Superficie de resposta e curva de nivel para a atividade da POD

relacionando pH e tempo em temperatura de 80°C.

Realizou-se apos a selecdo da melhor condicdo de tratamento térmico, que
ocorreu no ensaio 13 (80°C, 7,5 minutos e pH 3,32) a repeticdo da pasteurizacdo na
mesma condicdo, em quintuplicada para avaliar se esta € reprodutiva. Neste caso, o
valor foi reprodutivo e igual a 2,03 + 0,26 UA/min/mL que corresponde a atividade
residual de 8,16%, ou seja, reducéo de um ciclo logaritmico (> 90%).

5.5 MODELAGEM DA CINETICA DE INATIVACAO DA PEROXIDASE NA SEIVA

A Tabela 9 mostra os bindmios utilizados no tratamento térmico de
pasteurizacdo da seiva com respectivos valores de atividade residual da peroxidase
apos cada ensaio. Os binbmios foram selecionados tomando-se por base 0s ensaios
preliminares e os ensaios realizados no planejamento experimental de inativacdo da
POD (Item 5.4). A obtenc&o das cinéticas de inativacdo da enzima foi construida a
partir da relacéo da atividade residual (A) pela atividade inicial (Ao) da seiva em funcao
do tempo de processamento.

Diante dos resultados demonstrados na Tabela 9, verifica-se que na
temperatura de 70°C a atividade residual da peroxidase na seiva ainda é bastante
intensa permanecendo acima de 89% nos bindmios estudados. Com a elevagao da
temperatura observa-se uma maior redugao da atividade da peroxidase variando de

68% a 47% nos bindbmios realizados a 80°C. No bindbmio 90°C e 3 minutos verifica-se
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o0 maior percentual de reducgéo, atingindo 13% de atividade residual da enzima
(reducao de 87%).

Tabela 9 Atividade enzimatica da POD da seiva em funcdo do tempo e temperatura

de pasteurizagao

T=70°C T=80°C T=90°C
t Atividade t Atividade t Atividade
(minutos) (UA/min.) (minutos) (UA/min.) (minutos) (UA/min.)
0,0 0,112 0,0 0,112 0,0 0,112
2,5 0,108 1,7 0,077 0,5 0,031
50 0,109 3,3 0,063 1,0 0,019
10,0 0,105 50 0,057 3,0 0,015
15,0 0,100 7,5 0,053 50 0,019

Os resultados acima demonstram a grande resisténcia da peroxidase na
seiva, necessitando do emprego de altas temperaturas, em meio &cido (4,0) para
alcancar gradientes maiores de inativacdo desta enzima. Ressalta-se que nenhum
ensaio promoveu a reducdo de 90% (um ciclo logaritmico) na atividade da enzima
com os binbmios empregados na pasteurizacdo (Tabela 9).

Os modelos empiricos testados para a inativagdo enzimatica da POD na seiva
foram Primeira ordem linear, Duas Fracdes, Isoenzimas distintas, Converséo
Fracionaria e Multicomponente, ndo lineares. Os modelos que melhor se ajustaram
aos dados experimentais foram os que apresentaram coeficiente de determinacéo
acima de 0,91, valores de X2 e Erro padrdo menores que 0,053 e 0,023,
respectivamente, além dos modelos que nao apresentaram parametros cinéticos
estimados negativos.

A Tabela 10 apresenta os coeficientes de determinacdo de todos os modelos
testados nota-se que os modelos, Primeira-ordem e Isoenzimas distintas foram os que
melhor se ajustaram aos dados experimentais, pois apresentaram valores de R?2
préximo a unidade, além de baixos valores para X2 e Erro padrdo, nas trés

temperaturas estudadas.
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Tabela 10 Coeficiente de determinacéo, valores de X2 e Erro padrao dos ajustes dos

modelos aos dados experimentais

R? X2 Erro padréo .
Modelo Observacoes
[70; 80; 90°C] [70; 80; 90 °C] [70; 80; 90°C]
[1,16E-04; [2,07E-04;
. [0,964; :
Primeira-Ordem 7,42E-03; 1,32E-02; Aceito
0,915; 0,949]
1,13E-02] 2,23E-02]
Rejeitado;
[2,27E-04; [2,03E-04; R
. [0,964; Parametro
Duas Fragoes 2,93E-06; 2,62E-06; )
0,999; 0,949] estimado
2,64E-02] 2,23E-02] .
negativo
_ [4,40E-04; [1,96E-04;
Isoenzimas [0,966; )
o 2,28E-02; 1,02E-02; Aceito
Distintas 0,935; 0,949]
5,27E-02] 2,35E-02]
Rejeitado;
_ [2,32E-04; [2,07E-04; R
Multicomponente [0,964; Parametro
2,93E-06; 2,62E-06; _
12 Ordem 0,999; 0,949] estimado
2,64E-02] 2,36E-02] .
negativo
Rejeitado;
. [2,12E-04; [1,89E-04; R
Converséo [0,967; Parametro
o 9,29E-06; 8,39E-06; _
Fracionaria 0,999; 0,999] estimado
3,19E-04] 2,85E-04] .
negativo

Os modelos Duas fracoes,

Multicomponente 12 ordem e Conversao

fraciondaria apesar de mostrarem bons ajustes aos dados experimentais, apresentando
em algumas cinéticas até coeficientes muito proximos a unidade (Rz = 0,999) foram
rejeitados pelo critério fisico, ou seja, apresentou pelo menos um parametro cinético
negativo em pelo menos uma das cinéticas de inativagdo da POD testadas naquele
modelo. Shalini et al.; (2008) e San’t Anna et al., (2010) afirmam que valores negativos
de parametros cinéticos estimados a uma dada temperatura € um critério fisico para
rejeicao de modelos.

O comportamento das curvas observadas apdés o0 ajuste aos dados

experimentais sugere que na seiva existem pelo menos duas fragbes de enzima
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peroxidase (isoenzimas) com resisténcias térmicas distintas, sendo uma fracédo
considerada termolabil e outra fragcdo termorresistente. Tribess (2003) observou
comportamento semelhante quando trabalhou com a inativacdo da enzima
pectinesterase em sucos de laranja sugerindo pelo menos duas formas de enzimas
presentes no suco.

Soysal e Sdylemez (2005) avaliando a atividade residual da peroxidase em
cenouras apos tratamento térmico observaram na curva de 75°C a presenca de duas
isoformas de peroxidase uma fracdo termolabel e uma fracdo termoestavel ajustando
os dados experimentais a um modelo bifasico de primeira ordem.

As Figuras 15 e 16 apresentam as curvas da cinética de inativacdo da POD
na seiva, onde os dados experimentais foram ajustados ao modelo Primeira-ordem e
Isoenzimas distintas, respectivamente.

Na Figura 15, se observa a distribuicdo dos pontos experimentais ao longo do
modelo Primeira-ordem testado em cada cinética. Verifica-se que com o aumento de
temperatura as cinéticas tendem a perder a caracteristica linear deste modelo (80°C
e 90°C), comportamento mostrado pela rapida inativacdo nos primeiros minutos,
tornando o gradiente de inativacdo mais lento com o passar do tempo. Sugere-se
entdo que nos primeiros minutos de tratamento térmico ocorre a inativacao da fracao
termolabil da POD, claramente observado na cinética de 90°C, e ap0és este tempo a
inativacdo da fracdo termorresistente da enzima. Nota-se através da correlacdo dos
valores preditos pelos observados que o modelo selecionado confirma o bom ajuste

aos dados experimentais.

1.00 p———
N

0,75 |

050 || Sa

A/AD
Valores Observados

0.25

0.00 e

-0,25

™. 70°C
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0.0 02 04 0.6 0.8 1.0 12“'3._60’C
Tempo (minutos) Valores Preditos ™ 90°C

Figura 15 Cinética de inativacao da POD da seiva, ajuste do modelo Primeira-ordem

e a correlacao entre os valores experimentais e preditos.



62

Murasaki (2005) observou que as isotermas de inativacdo térmica da
peroxidase e polifenoloxidase presentes na agua de coco verde apresentam um
desvio de cinética de primeira ordem em temperaturas acima de 80°C, sugerindo a
presenca de isoenzimas, com fracdes termorresistentes e termolabeis. Afirma, ainda,
que quanto maior for a estabilidade dessas isoenzimas em relacdo a temperatura,
menos linear se configura a curva de inativacéo térmica. Comportamento semelhante
verificado neste escrito.

A Figura 16 apresenta o comportamento cinético de inativacdo da POD nas
temperaturas estudadas, onde se verifica o ajuste do modelo Isoenzimas distintas.
Nota-se que a distribuicdo dos pontos ao longo do modelo em cada temperatura é
muito similar ao modelo primeira-ordem, verificado pela linearidade da cinética a 70°C
gue pode estar relacionada com a baixa reducdo da atividade nesta temperatura,
ocasionada pela inativacdo da fracdo termoldbil. As cinéticas a 80°C e 90°C
apresentam uma queda mais acentuada na inativagdo da enzima na temperatura de
90°C.

1.00 ——=

0.75

0.50 AN

0.25

Aldy
Valores Observados

0.00

025 ! .
: ~a. 70 °C
0 2 4 3 8 10 12 14 16 0.0 0.2 0.4 06 038 10 1227 g0 ¢

Tempo (minutos) Valores Preditos 5 90°C

Figura 16 Cinética de inativacdo da POD da seiva, ajuste do modelo Isoenzimas

distintas e a correlacao entre os valores experimentais e preditos.

A correlacdo dos valores observados pelos preditos ratifica o bom ajuste do
modelo Isoenzimas distintas aos dados experimentais, assim como 0s coeficientes de

correlacdo R?, X2 e Erro padrédo que foram muito proximos nos dois modelos testados.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacdo fisico-quimica da seiva apresentou boa quantidade de
acucar total, aproximadamente 40 g/L, e acucar redutor 55 g/L. A avaliacédo
microbioldgica de bolores e leveduras mostrou resultado satisfatério na seiva bruta.

A presenca de polifenoloxidase, taninos condensaveis e flavondis ndo foram
detectados na seiva. Verificou-se a presenca de polifendis totais, sendo 46% desse
total em flavandis. Esta apresentou, ainda, capacidade antioxidante.

Estabeleceu-se um protocolo experimental para a quantificacado da peroxidase
na seiva. A linearizagéo de Lineweaver-Burck a partir das curvas de Michaelis-Menten
para os substratos p-pda e H202 permitiu obter os valores de km € Vmax da peroxidase
da seiva.

A melhor condicdo de tratamento térmico se obteve a 80°C, 7,5 minutos e pH
3,32, onde conseguiu a reducdo de um ciclo logaritmico na atividade residual da
peroxidase da seiva.

O modelo que descreve a inativacdo da POD, gerado a partir das superficies
de resposta e curvas de nivel mostram que este € significativo a 95% de confianca,
além da falta de ajuste ser ndo significativa, logo pode ser utilizado para fins preditivos,
Fecalculado € Sete vezes maior que 0 Ftabelado.

A cinética de inativacdo da peroxidase na seiva mostra a partir do ajuste dos
modelos aos dados experimentais que os modelos Primeira-ordem e Isoenzimas
distintas foram os que melhor descrevem o comportamento de inativacdo da
peroxidase na seiva, pois apresentaram coeficientes de correlacdo acima de 0,90 e
valores de X2 e Erro padrédo menores que 0,052 e 0,023, respectivamente.
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APENDICES

APENDICE A CURVA DE CALIBRACAO PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCAR
REDUTOR

0.2 1 A Abs (nm) =0,7912 C (g/L) - 0,0189
0,1 - K R2 = 0,9991

0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Glicose (g/L)

Fonte: Do autor (2016).
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APENDICE B CURVA DE CALIBRACAO PADRAO DE GLICOSE PARA ACUCAR

TOTAL
1 -
E 3
0,8 - A
0,4 - ;
i Abs (nm)=0,0152 C (pg/L) + 0,0484
0.2 i R? = 0,9841
0 T T T 1
0 20 40 60 80

pMg/mL

Fonte: Do autor (2016).
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ANEXOS

ANEXO A CURVA DE CALIBRACAO PADRAO DE ACIDO GALICO PARA
POLIFENOIS TOTAIS

1
c I
0,8
0,6
<K
0,4
A
0,2 A L
P Abs (nm)=0,1092 C (mg ac.galico/L) + 0,0192
R2 =0,9936
0
0 2 4 6 8 10

(mg de &c. galicollL)

Fonte: Centro de Valorizagdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da Amazonia (CVACBA) — UFPA
(2016).



ANEXO B CURVA DE CALIBRACAO PADRAO DE CATEQUINA PARA

£ 10
[
0,8
0,6
0,4

0,2

FLAVONOIDES TOTAIS

*x Abs (nm)=0,1362 C (mg catequina/L) + 0,0542

R2=0,9876

0,0
0,0

Fonte: CVACBA-UFPA (2016).

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
(mg catequina/lL)
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ANEXO C 1 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE TROLOX VERSUS A CURVA DE
DECAIMENTO DA FLUORESCENCIA 2 - CURVA DE CALIBRACAO PADRAO EM

TROLOX PARA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
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Fonte: CVACBA-UFPA (2016).



