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RESUMO - O presente trabalho tem por objetivo através da otimizagdo
enzimatica da extragdo de aromas identificar os compostos volateis chave
presentes nos subprodutos do processamento de morango. Foram realizados doze
tratamentos enzimaticos nas amostras utilizando trés diferentes enzimas
pertencentes aos grupos pectinesterase, feruloil esterasa e [-glicosidase. Os
tratamentos enzimaticos foram realizados em temperatura ambiente e temperatura
otima de cada enzima em tempos de 1 hora e 3 horas. A extragdo da fracdo volatil
foi realizada de acordo com o método de extracao solido/liquido e a fragao volatil
extraida se identificou e quantificou segundo tecnologia de uso interno
normalizado pela empresa Indulleida S.A utilizando um cromatégrafo de gases
acoplado a um espectrofotometro de massas com ionizacdo para impacto
eletronico (EI) em modo negativo e analisador simples quadruplo. Na
identificacdo dos compostos volateis ndo foram identificados compostos chave do
morango como ¢steres, aldeidos, alcoois, terpenos, furanonas e compostos de
enxofre nas amostras, a exce¢do da gama-decalactona com melhor isolamento
quando utilizado a enzima feruloil esterasa em temperatura ambiente de 1 hora e
gama-undecalactona através da extragdo com a [-glicosidase em temperatura
6tima da enzima e tempo de 1 hora. E necessario estudar a agdo das enzimas
pertencentes aos grupos das B-glicosidase e feruloil esterasa para viabilizar o
processo de extracao.

1. INTRODUCAO

Os morangos sao cultivados em quase todos os paises do mundo e ¢ uma das frutas mais
populares consumidos frescos, conservados ou manufaturados. A qualidade sensorial do
morango esta baseada principalmente no seu aspecto (tamanho, forma e cor) e no equilibrio
adequado de compostos volateis e ndo-volateis presentes no fruto, destes ultimos os
carboidratos, aminoacidos e os acidos organicos sdo considerados como os compostos
responsaveis pelo sabor e também sdo percursores dos compostos que denotam o aroma de
morango (Layne e Bassi, 2008). No caso dos carboidratos, diversos compostos como 0s
pertencentes da familia das furanonas sdo originadas a partir da glicose formando parte do
aroma do morango. Os aminoacidos sdo doadores de nitrogénio (N) organico para a formagao


mailto:debora.tata@hotmail.com

g Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
@&_}"’é e E 9 é ﬁ_g Quimica em Iniciagao Cientifica
o i\ _ - -

Cnngress?Brasileito de Engenhaﬂ Un|Camp - Camplnas - SP

guimicn om miciacso crontiica 20195 19 a 22 de julho de 2015

de diversas moléculas bioldgicas, como ¢ o caso dos compostos volateis. A diversidade do
tipo de ésteres no perfil aromatico dos morangos ¢ devido a composi¢do de aminoacidos e
isso explica a diferenca acentuada no sabor e aroma entre as variedades (Layne e Bassi,
2008).

Morangos frescos produzem numerosos compostos volateis, os quais 360 foram
isolados (Latrasse, 1991) incluindo os ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois, terpenos, furanonas
e compostos de enxofre (McFadden ef al., 1965).

Os aromas cada vez tem mais importancia para a industria de alimentos. Estes fornecem
um particular odor aos alimentos ou bebidas e se utilizam por razdes diversas: potenciar ou
refinar os aromas ja presentes, suprir a perda de aromas devido ao processamento dos
alimentos, ou incluso, a criagdo de um aroma totalmente novo (Layne e Bassi, 2008).

A introdu¢gdo em cromatografia gasosa em coluna capilar combinado com
espectrometria de massa permite a identificagdo de varios compostos volateis em um unico
ensaio de cromatografia de gases.

Na industria de processamento de frutas, os residuos sélidos organicos podem causar
sérios problemas ao aterro por causa da sua biodegradabilidade. Um desafio importante da

industria de processamento de frutas ¢ otimizar a rentabilidade e o aproveitamento dos
diferentes subprodutos para obter compostos de valor agregado como por exemplo os aromas.

A pectinesterasa pertence ao grupo de enzimas das pectinases ¢ catalisam a
desesterificagdo do grupos metoxilo. A sua ativacdo ou inativagdo influi de uma forma
decisiva sobre as etapas de elaboragdo de produtos derivados da fruta (Nagodawithana, 1993).
A feruloil esterasa ou acido feralico ¢ uma enzima envolvida na hidrdlise das partes
recalcitrantes da parede celular vegetal (Crepin, 2004). A B — glicosidase sdo exo-carboidrases
que catalisa a hidrolise de ligagdes B (1-4) com os radicais terminais B-D-glicose. E por isso
que devido a sua agdo liberam moléculas de 3-D-glicose e muitas moléculas aromaticas, tais
como compostos da familia dos terpenos que estdo presentes nas frutas em forma de
glucosideos (agliconas percursoras de aromas e sabores) (Sarry e Giianata, 2004).

A biocatélise enzimatica representa uma ferramenta util no campo da industria dos
aromas uma vez que catalisa um grande numero de reacdes estereo-especificas e de baixa
fracdo molar. Entre as suas vantagens, tais como a compatibilidade ecologica ¢ a
possibilidade de operar em processos de multiplas etapas, superam o uso de catalise quimica
(Taylor, 2010).

Sendo assim, o objetivo trabalho foi identificar através da otimizacdo das enzimas
pectinesterasa, feruloil esterasa e  — glicosidase, os compostos volateis chave presentes no
subproduto derivado do processamento de morango.

2. METODOLOGIA

2.1 Tratamento Enzimatico
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Foram utilizados subprodutos do processamento de morango de uma industria de
processamento de frutas localizada na cidade de Lleida (Espanha). Para o tratamento
enzimdtico pesou-se 333 g de subproduto de morango correspondente a cada ensaio
experimental. No caso dos tratamentos em temperatura 6tima da enzima a polpa foi aquecida
em banho térmico segundo a faixa de temperatura 6tima de cada enzima correspondente ao
tratamento enzimatico. As amostras € os brancos nos ensaios em temperatura ambiente
permaneceram em 20° C.

As enzimas empregadas durante os tratamentos enzimaticos foram uma pectinesterasa
pura obtida a partir de Aspergillus aculeatus; uma preparagdo enzimatica de feruloil esterasa
obtida por Humicola sp.; e uma B — glicosidase com atividade celulase e hemicelulase obtida a
partir de Trichoderma longibrachiatun.

Foram realizados dezesseis ensaios experimentais com trés enzimas diferentes em
temperatura de 1 hora e 3 horas que podem ser encontrados na Tabela 1. Em cada ensaio, de
acordo com a enzima utilizada foram realizadas dilui¢des de 2 mL de pectinesterasa, 2 mL de
feruloil esterasa e 4 mL de § — glicosidase em 666 + 0,7 mL em 4gua Milli-Q. Nos ensaios
dos brancos nao foram adicionados enzimas. Para cada teste experimental colocou-se 333 g
de amostra em contato em contato com a enzima diluida em um biorreator de 1 Kg, com uma
agitacdo de 400 rpm £ 10 rpm. Foram retiradas amostras de 150 g do biorreator apds 1 hora e
3 horas de reagdo enzimdtica. No caso de ensaios experimentais em temperatura 6tima de
cada enzima, as amostras foram mantidas em temperaturas adequadas em biorreatores com
camisa externa, com agua aquecida e corrente. Nos ensaios em temperatura ambiente, incluso
os brancos as rea¢des enzimaticas ocorreram em 20° C.

A faixa de temperatura 6tima segundo os fabricantes das enzimas sdo: pectinesterasa
35-40°C, feruloil esterasa 40-65°C e P — glicosidase 50-65°C. Para cessar as reagdes
enzimaticas, as amostras extraidas do biorreator ao final de 1 hora e 3 horas foram submetidas
em um banho térmico 90°C/10min. Em seguida as amostras foram armazenadas a -21°C antes
de iniciar a extracao das fragcdes aromaticas.

Tabela 1 — Ensaios experimentais

Pectinesterasa  Feruloil esterasa B — glicosidase Branco
Temperatura 1 hora 3 1 hora 3 1 hora 3 1 hora 3
ambiente (20°C) horas horas horas horas
Temperatura 1 hora 3 1 hora 3 1 hora 3 1 hora 3
Otima horas horas horas horas

2.2 Extracao Da Fracao Aromatica

Para a extragdo da fracdo aromatica utilizou se um método de extracdo sélido/liquido
normalizado pela empresa Indulleida S.A. Foram pesados 100 g em cada amostra, diluidas em
200 mL de 4agua Milli-Q e adicionadas em um funil de decantagdo. Em seguida, adicionou-se
1 mL de padrdo interno 0,01% e agitado. Apds, foi adicionado 100 mL de solvente
Diclorometano puro (100%) e agitado vigorosamente durante 1 minuto para liberacdo do gas
formado. A fase inferior foi coletada em um frasco de Pyrex e a fase inferior retornou a



g Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
@&_}"’é e E 9 é ﬁ_g Quimica em Iniciagao Cientifica
o i\ _ - -

Cnngress?Brasileito de Engenhaﬂ Un|Camp - Camplnas - SP

guimicn om miciacso crontiica 20195 19 a 22 de julho de 2015

incorporar o decantador para novamente ser adicionado 100 mL do solvente de extragdo
Diclorometano puro. Repetiu-se duas vezes mais a incorporacdo do solvente, agitacdo e a
coleta da fase de interesse. As fases superiores coletadas do frasco de Pyrex foram filtradas
utilizando duas colheres de sulfato anidro e adicionadas sobre um funil com papel filtro em
outro frasco. A evaporacdo do solvente de extracdo da fase filtrada foi realizada em um balao
de destilagdo e introduzido em rotavapor sem vacuo em temperatura de 40 £ 5°C. Apos a
evaporagdo do solvente, o baldo de destilagao foi refrigerado em um banho de glicol durante 5

minutos. Finalmente, a amostra foi coletada e armazenada em um vial de vidro e conservado a
-21°C.

2.3 Identificaciao e Quantificacdo Dos Compostos Volateis

A fragdo volatil extraida foi identificada e quantificada segundo tecnologia de uso
interno normalizado pela empresa Indulleida S.A. utilizando um cromatografo de gases
(Aigilent GC6890) acoplado a um espectrofotdmetro de massas (Aigilent 5890N) com
ionizagdo para impacto eletronico (EI) em modo negativo e analisador de simples quadruplo.
A coluna capilar era VF-WAXms com PEG de fase estaciondria (30m x 250pum x 0,25pum)
(Varian CP9205). Hélio foi utilizado como gas portador. A temperatura de injecdo era de 1L
utilizando o modo spitless (ratio 1:100). Os compostos volateis se identificaram por
compara¢do com bases de dados NIS/EPA/NH Mass Spectral Library. A quantificacao foi
determinada de acordo com o método padrao interno (10 ppm de veratrol).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na identificagdo dos compostos volateis, gama—decalactona e acido estearico estavam
presentes em todas as amostras que foram submetidas a acdo enzimatica de feruloil esterasa, 3
— glicosidase e pectinesterasa. Outros compostos que foram identificados de forma isolada
sdo: gama-undecalactona, 4cido benzoico, acido laurico e isofitol.

Os compostos chave de aroma de morango encontrados foram as lactonas: gama-
decalactona e gama-undecalactona. No tratamento enzimatico quando utilizado a enzima
feruloil esterasa na temperatura ambiente de 1 hora identificou-se a presenga de gama-
decalactona conforme mostra a Figura 1 e a enzima [ — glicosidase foi a que melhor extraiu o
composto gama-undecalactona em temperatura 6tima de 1 hora conforme mostra a Figura 2.
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Figura 1 — Identificagdo de gama-decalactona submetidas ao tratamento enzimatico com as
enzimas pectinesterasa, feruloil esterasa e B — glicosidase.
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Figura 2 — Identifica¢do de gama-undecalactona em amostras submetidas ao tratamento
enzimatico utilizando a enzima [§ — glicosidase.
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O acido benzdico em outros estudos foi atribuido a liberagdo de terpendides da unido
com aglicona precursoras de aromas pelo tratamento com enzimas pectinoliticas e
glucosidases que modificam sua composi¢do polissacaridica. A presenca de acidos
carboxilicos, aldeidos, alcoois e 4cidos como acido l4urico, denota que a amostra se encontra
degradada e oxidada. Nas amostras dos brancos ndo foram encontrados compostos volateis.
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4. CONCLUSAO

Esteres, aldeidos, alcoois, terpenos e compostos de enxofre caracteristicos do aroma de
morango ndo foram identificados nas amostras submetidas ao tratamentos enzimaticos, com
exce¢do da gama-decalactona com melhor isolamento quando utilizada a enzima feruloil
esterasa em temperatura ambiente de 1 hora e gama-undecalactona através da enzima P —
glicosidase em temperatura 6tima de 1 hora.

Hé um conhecimento limitado dos mecanismos de controle da sintese de substincias
volateis do aroma de morango. Uma melhor compreensdo destes mecanismos poderia
proporcionar a capacidade de manipular a fruta de morango para otimizar seu sabor no
momento do consumo. Entender as propriedades das enzimas que participam na producao de
volateis do aroma pode favorecer manipulagdes genéticas e ambientais para melhorar o sabor
de morango. E necessario estudar a agdo das enzimas pertencentes aos grupos das p-
glicosidase e feruloil esterasa para viabilizar o processo de extragdo de aromas nos
subprodutos de morango.
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