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RESUMO

RANGEL, Carolina Netto. Lima &cida (Citrus latifolia, Tanaka.) cv. Tahiti cultivada
em lavouras convencional e biodindmica: caracterizacgao fisica e quimica do suco e
otimizacdo da hidrolise enzimatica. 2007. 62p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Tendo em vista a necessidade de caracterizar frutos obtidos por cultivo
agroecoldgico, bem como compara-los aqueles provenientes de cultivo convencional; o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢do fisico-quimica e otimizar a
hidrélise enzimética de sucos obtidos de lima &cida cv. Tahiti cultivadas pelos métodos
convencional e biodindmico. Foram estudadas limas acidas Tahiti, obtidas em plantios
convencional (LC) e biodindmico (LB). A matéria-prima, proveniente do estado de Sdo
Paulo, foi selecionada, pesada e higienizada e o suco foi extraido, peneirado,
acondicionado em recipientes de PVC e armazenado em freezer a —10°C. Foram
realizadas nos sucos, as seguintes analises: pH, acidez titulavel, teor de sélidos sollveis
totais (°Brix), teores de frutose, glicose, sacarose, acido ascorbico, minerais e tamanho
de particulas. Foram determinados, por pesagem, o rendimento dos sucos e o0 percentual
de cascas. Os dados foram analisados no programa Statistica 5.1, pelo teste t-student e
pela analise de variancia (ANOVA), e a comparacdo entre as médias foi realizada pelo
teste Least Significance Difference (LSD) em nivel de 5% probabilidade.

Observou-se que as limas &cidas provenientes de cultivo convencional e
biodindmico ndo diferem significativamente entre si, quanto ao pH, acidez, acido
ascorbico, sacarose, célcio e zinco. Entretanto, os frutos biodinamicos apresentaram
percentual de cascas mais elevado, e teores de frutose, glicose, K, Mn, Fe, Cu e
rendimento de suco, significativamente menores do que os frutos convencionais. Na
hidrélise enziméatica com as enzimas Citrozym Cloudy® e Pectinex®, a condicéo ideal,
tendo como base a reducdo do tamanho de particulas, € 0,3% de enzima incubados por
60 minutos (0,3/60), tanto para LC quanto para LB. Para a Citrozym Cloudy®,
observou-se que a condicdo 0,3/60 acarretaria a reducdo da concentracdo de glicose,
apenas no LC; enquanto que nestas mesmas condig0es a Pectinex® levaria a um
aumento nos teores de sacarose, em ambos os sucos. No caso da Pectinex®, também se
mostraram eficazes na reducdo de tamanho de particulas, sem ocasionarem alteragdes
no teor de acgucares as seguintes condicdes: para LC; 0,2% por 40 minutos (0,2/40) e
para LB, 0,3% por 20 minutos (0,3/20). A Citrozym Ultra® poderia ser aplicada a
ambos 0s sucos, na condicdo de 0,2/40, com resultados satisfatorios, acarretando a
elevacéo do teor de glicose no suco LC.

Palavras chave: Citrus latifolia, cultivo biodinadmico, hidrélise enzimatica
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ABSTRACT

RANGEL, Carolina Netto. Acid Lime (Citrus latifolia, Tanaka.) cv. Tahiti
proceeding from conventional and biodynamic crops: physical and chemical juice
characterization and enzymatic hydrolysis optimization. 2008. 62p. Dissertation
(Master Science in Food Science and Tecnology.). Instituto de Tecnologia.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

In order to characterize the agroecological fruits, as well as the comparison of this to the
fruit proceeding from conventional production; the present work had as objective to
evaluate the physical and chemical composition and optimize the enzymatic hydrolysis
of acid lime juice, cv. Tahiti cultivated by conventional and biodynamic methods.Were
evaluated acid limes Tahiti from conventional (CL) and biodynamic (BL) crops. The
raw material (from Sao Paulo state — Brazil) was selected, weighted, higienized and the
juice was extracted, bottled, conditioned in identified PVC containers and stored under
freezing at -10°C. Were analysed pH, total acidity, total soluble solids (°Brix), fructose,
glucose, sucrose, ascorbic acid, minerals an particules size in acid lime juice. The juice
yield and the peels percentage were calculated by weight difference. The statistical
analysis applied were the analysis of variance (ANOVA) and the comparison among the
averages of treatments was accomplished by the Least Significance Difference (LSD)
test at the level of 5% of probability. There were no significant differences in total
titrable acidity, pH, ascorbic acid, sucrose, calcium and zinc between acid lime juice
from biodynamic and conventional crops. In view of this, it could be conclude that the
differences between both production methods do not change these nutrients
concentration in final product. There were no significant differences in total titrable
acidity, pH, ascorbic acid, sucrose, calcium and zinc between acid lime juice from
biodynamic and conventional crops. On the other hand, the biodynamic fruits presented
lower fructose, glucose, total soluble solids contents, potassium, manganese, iron and
copper. Additionally, presented higher peels percentage than the LC, promoting lower
juice yield in the biodynamic samples. The great hydrolysis conditions for Citrozym
Cloudy and Pectinex were 0.3/60, in CL and BL. However, the glucose contend reduces
in CL, if use Citrozym Cloudy at these conditions. Using Pectinex, at these same
conditions, sucrose contends increases, in both groups. The 0.2/40 (for CL) and 0.3/20
(for BL), with Pectinex, could reduced the particles size without change sugars
contends. In addiction, Citrozym Ultra could be used at 0.2/40 condition, resulting in a
satisfactory particles size reduction, increasing the glucose contend.

Key words: Citrus latifolia, biodymanic production, enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, em vérios paises do mundo, um expressivo aumento no consumo de
alimentos organicos tem sido observado. A manutencdo da salde e a preservacdo do meio
ambiente sdo 0s principais fatores apontados para este aumento. Questfes ambientais e a
presenca de contaminantes estdo sendo estudadas; entretanto, ainda ha poucos trabalhos
quanto a caracterizacdo global desses alimentos e de seus produtos processados (IFOAM,
2005)

Diversas condicBes pré-colheita podem vir a alterar a composicdo fisico-quimica dos
alimentos e, desta forma, diferentes métodos de cultivo poderiam resultar em frutos com
caracteristicas distintas. Considerando que a composi¢cdo de um fruto estd diretamente
relacionada as suas caracteristicas nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais, torna-se relevante
avaliar se estas caracteristicas estdo sendo alteradas ou ndo, por métodos de cultivo nédo-
convencionais (MORILLAS RUIZ et al., 2005; CHINNICI et al., 2005; GARCIA-
SANCHEZ et al., 2003)

A composicdo dos sucos de lima acida, proveniente de diferentes variedades, foi descrita
por alguns autores, porém a composicao do suco obtido de cultivo biodindmico ainda nao foi
reportada (MARIN et al, 2002; ZIENA, 2000; PEDRAO et al, 1999). Tendo em vista a
necessidade de caracterizacdo dessas matérias-primas, obtidas por cultivo ndo convencional,
fazem-se necessarios o estudo da composicao da lima &cida, cv. Tahiti, cultivada no Brasil e a
comparacgéo desta ao fruto proveniente de plantio convencional.

De modo complementar, observa-se um aumento na demanda por produtos processados
cujos nutrientes sejam mantidos. Para isto, processos alternativos ao tratamento térmico vém
sendo aplicados, como por exemplo, sistemas de filtracdo por membranas. Estes processos,
como a microfiltracdo e ultrafiltracdo, podem ser aplicados a sucos de fruta, levando a
esterelidade comercial a frio, além de manter o valor nutricional e as caracteristicas sensoriais
do produto. Entretanto, estes sistemas podem apresentar compactacdo de sélidos na superficie
das membranas, reduzindo o fluxo do permeado, inviabilizando a filtracdo. A fim de reduzir
este problema, sugere-se a realizacdo da hidrdlise enzimética prévia. Desta forma, pode-se
reduzir o tamanho de particulas do suco, retardando o aparecimento da compactacdo na
superficie da membrana (LEE et al., 2006; KLAHORST, 2003; NOVOZYMES, 1993).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivos comparar a composicao fisico-quimica
de sucos obtidos de lima é&cida cv. Tahiti cultivadas pelos métodos convencional e
biodindmico; bem como, otimizar a hidrolise enzimética destes. Para isto, foram realizadas,
em ambas as amostras, as analises de pH, sélidos solUveis, acidez em &cido citrico,
rendimento de suco, acido ascorbico, frutose, glicose e sacarose. Além disso, avaliou-se o
tamanho de particulas e os teores de frutose, glicose e sacarose, nos sucos hidrolisados com as
enzimas comerciais Citrozym cloudy® 100L, Citrozym ultra® L e Pectinex®, em diferentes
concentracdes e tempos de incubagéo.



CAPITULO |

CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DE SUCO DE LIMA ACIDA
(Citrus latifolia, TANAKA.) CV. TAHITI, CONVENCIONAL E
BIODINAMICA.



RESUMO

Tendo em vista a necessidade de caracterizar frutos obtidos por cultivo agroecoldgico, bem
como compara-los aqueles provenientes de cultivo convencional, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a composi¢éo fisico-quimica de sucos obtidos de lima &cida cv. Tahiti
cultivadas pelos métodos convencional e biodindmico. Foram estudadas limas acidas Tahiti,
obtidas em plantios convencional (LC) e biodindmico (LB). A matéria-prima, proveniente do
estado de Séo Paulo, foi selecionada, pesada e higienizada e o suco foi extraido, peneirado,
acondicionado em recipientes de PVC e armazenado em freezer a —10°C. O pH e a acidez
titulavel total foram determinados em titulador automatico e o teor de sélidos sollveis totais
(°Brix) em refratbmetro. Os teores de frutose, glicose e sacarose e acido ascorbico foram
determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As medidas dos teores
de minerais foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X (TXRF) do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas — Sdo Paulo. Foram determinados, por pesagem, 0
rendimento dos sucos e o percentual de cascas. Os dados foram analisados no programa
Statistica 5.1, pela analise de variancia (ANOVA) e a comparagdo entre as médias foi
realizada pelo teste Least Significance Difference (LSD) em nivel de 5% probabilidade.
Observou-se que as limas acidas provenientes de cultivo convencional e biodindmico néo
diferem significativamente entre si, quanto ao pH, acidez, &cido ascérbico, sacarose, calcio e
zinco. Isto indica que as diferencas empregadas nos dois métodos de producédo; convencional
e organico biodindmico, ndo interfeririam no conteddo deste nutrientes no produto final.
Entretanto, alguns nutrientes mostraram-se mais sensiveis a estas variacdes, encontrando-se
em quantidades distintas quando comparados os frutos convencionais e organico
biodinamicos da safra de maio/junho de 2005. Os frutos biodindmicos apresentaram um
percentual de cascas mais elevado e rendimento de suco, teores de frutose, glicose, potassio,
manganés, ferro e cobre significativamente menores do que os frutos convencionais.

Palavras chave: Citrus latifolia, acido ascorbico, cultivo biodindmico, cultivo convencional



ABSTRACT

In order to characterize the agroecological fruits, the study of the organic lemon, cv. Tahiti,
cultivated in Brazil becomes necessary; as well as the comparison of this to the fruit
proceeding from conventional production. The present work had as objective to evaluate the
physical and chemical composition of acid lime juice, cv. Tahiti cultivated by conventional
and biodynamic methods. Were analised acid limes Tahiti, proceeding from conventional
(CL) and biodinamica (BL) crops. The raw material (from Sdo Paulo state — Brazil) was
selected, weighted, higienized, and the juice was extracted, bottled, conditioned in identified
PVC containers and stored under freezing at -10°C. The values of pH and total acidity had
been determined by automatic tritation and the total soluble solids (°Brix) was measured in a
refratometer. Fructose, glucose, sucrose and ascorbic acid were analised by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Minerals were measured using the p-Synchrotron Radiation
Excited X-ray Fluorescence microprobe (TXRF) from the National Laboratory of Light
Synchrotron, Campinas - S&o Paulo. The statistical analysis applied was the analysis of
variance (ANOVA) and the comparison among the averages of treatments was accomplished
by the Least Significance Difference (LSD) test at the level of 5% of probability. There were
no significant differences in total titrable acidity, pH, ascorbic acid, sucrose, calcium and zinc
between acid lime juice from biodynamic and conventional crops. In view of this, it could be
conclude that the differences between both production methods do not change these nutrients
concentration in final product. On the other hand, some nutrients were affected when were
compared the may/june 2005 harvests. The biodynamic fruits presented significant higher
peels content and lower juice yield, fructose, glucose, total soluble solids, potassium,
manganese, iron and copper contents.

Keywords: Citrus latifolia, ascorbic acid, biodymanic production, conventional production



2.1 INTRODUCAO

As condicdes pré-colheita podem vir a alterar a composicao fisico-quimica dos alimentos
e, desta forma, diferentes métodos de cultivo poderiam resultar em frutos com caracteristicas
distintas. Considerando que a composicdo de um fruto esta diretamente relacionada as suas
caracteristicas nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais, torna-se relevante avaliar se estas
caracteristicas estdo sendo alteradas ou ndo, por métodos de cultivo ndo-convencionais
(MORILLAS RUIZ et al., 2005; CHINNICI et al., 2005; GARCIA-SANCHEZ et al., 2003)

A composicdo dos sucos de lima acida, proveniente de diferentes variedades, foi descrita
por alguns autores, porém a composic¢ao do suco obtido de cultivo biodindmico ainda nao foi
reportada (MARIN et al, 2002; ZIENA, 2000; PEDRAO et al, 1999). Tendo em vista a
necessidade de caracterizacdo dessas matérias-primas, obtidas por cultivo ndo convencional,
fazem-se necessarios o estudo da composicao da lima &cida, cv. Tahiti, cultivada no Brasil e a
comparacgéo desta ao fruto proveniente de plantio convencional.

O presente trabalho teve como objetivos comparar a composicéo fisica e quimica de sucos
obtidos de lima acida cv. Tahiti cultivadas pelos métodos convencional e biodindmico. Para
isto, objetivou-se determinar, em ambas as amostras, os valores de pH, solidos sollveis,
acidez em é&cido citrico, rendimento de suco, &cido ascorbico, frutose, glicose, sacarose,
potassio, calcio, manganés, ferro, cobre e zinco.



2.2 REVISAO DE LITERATURA
2.2.1 Lima é&cida (Citrus latifolia, Tanaka.), cv. Tahiti.

A lima &cida faz parte de um grupo de Citrus, onde as duas espécies de maior valor
comercial sdo Tahiti (Citrus latifolia) e Galego (Citrus aurantifolia), ambas com diversas
variedades ou clones. A denominacdo “limdo” é usualmente empregada, apesar de ser mais
adequada aos limdes verdadeiros (Citrus limon), como os do tipo Siciliano (TODA FRUTA,
2003).

A arvore da cultivar Tahiti é vigorosa, de tamanho grande e copa arredondada, precoce
na entrada em producdo e com varias floradas durante o ano. Entretanto, sua producédo é mais
concentrada no primeiro semestre do ano, no Estado de S&o Paulo (80% da produgéo
nacional) e em regides de clima semelhante. A colheita do fruto deve ser realizada de 120 a
160 dias ap0s a florada, quando estiver bem desenvolvido, porém ainda verde. O peso médio
do fruto pode variar de 70 a 135 g, com cerca de 50% de suco. Em média, apresentam 5 a 6
9/100g de acidez e 9°Brix. (TODA FRUTA, 2003).

A producdo de lima Tabhiti teve um grande incremento a partir da década de 60, por
ser mais tolerante a doencas do que o “limdo” Galego, que atualmente é cultivado apenas em
alguns paises, especialmente no México (TODA FRUTA, 2003). Desde meados da década de
80, a producdo de frutos citricos vem aumentando no mundo, sendo o limdo amplamente
cultivado em paises de clima frio e/ou seco (oeste dos Estados Unidos, Espanha, Italia,
Argentina, Egito, Ird, India). Por outro lado, as limas adaptam-se, exclusivamente, a climas
tropicais, sendo o México e o Brasil 0s seus maiores produtores. A estimativa de producéo
mundial para o limdo e a lima, em 2010, € de 10,34 milhdes de toneladas, cerca de 14%
superior a producéo entre o periodo de 1997 a 1999 (FAOQ, 2003).

A cultura da lima &cida, cv. Tahiti, ainda é realizada, principalmente, por agricultores
familiares e pequenos produtores (STUCHI & SILVA, 2005). Em 2003 a cultura da lima
acida Tahiti ocupava uma area plantada de 47.820 hectares, no Brasil. No estado de Sao Paulo
ha a maior area plantada (36.124 hectares), seguido pela regido Nordeste com 5.519 hectares e
producédo de 54.448 toneladas/ano. Bahia, Sergipe, Ceara, Maranhdo e Piaui sdo os principais
produtores da regido. A exportacdo do fruto cresceu, consideravelmente, sendo de 2.301
toneladas/ano em 1998, e atingindo 35.000 toneladas/ano em 2005. Apesar disso, a
produtividade por pomar ainda € considerada pequena, sendo de 22,8 t/ha em S&o Paulo, 15,1
t/ha no Rio de Janeiro, 12,1 t/ha na Bahia e 12,5 t/ha de média nacional (STUCHI & SILVA,
2005).

O liméo e a lima sdo utilizados in natura ou sob a forma de suco, especialmente, com
a finalidade de participar na composicdo de blends a fim de incrementar o sabor de bebidas
(FAO, 2003). Segundo ZIENA (2000), o suco de lima é largamente consumido, com
diferentes aplicacdes. Dentre elas pode-se destacar o uso como condimento, como
aromatizante (especialmente em alimentos cozidos e servidos quentes e saladas), como
acidulante e na fabricacdo de limonada. E utilizado, ainda, para prevenir o escurecimento em
frutas frescas utilizadas em xaropes e em conservas vegetais. No Brasil, o Padrdo de
Identidade e Qualidade (P1Q) para Suco de Limdo (BRASIL, 2000) o define como: “bebida
ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel da lima acida (Citrus aurantifolis,
L.), através de processo tecnolégico adequado”. Estabelece, ainda, a composicdo e as
caracteristicas correspondentes ao produto, com descrito no Quadro 1:



Quadro 1. Composicéo de suco de lima acida (Citrus aurantifolis, L.) segundo o0 Ministério
da Agricultura (BRASIL, 2000).

Composicao Minimo Maximo
Acidez titulavel em &cido citrico (g/100g) 5,00 -
Acido ascorbico (mg/100mg) 20,0 -
Oleo essencial de limdo (%v/v) - 0,025

Fonte: (MAPA, 2000)

Quanto a cor, deve ser translucida (branca) a amarelada, o aroma e o sabor proprios do
fruto (BRASIL, 2000), visto que o desenvolvimento de sabor amargo €, mundialmente, o
maior problema em produtos e sucos citricos (BREKSA et al., 2005).

2.2.2 Parametros Fisico-quimicos em Frutos Citricos

Segundo CHINNICI et al. (2005), a determinacdo de acUcares e acidos organicos em
alimentos é de suma importancia, ja que sua presenca e a relacao °Brix/acidez titulavel podem
afetar as caracteristicas quimicas e sensoriais (pH, acidez total, estabilidade microbiana,
docura e aceitabilidade global) do alimento. Com isso fornecem informagdes fundamentais
para a avaliacdo da seguranca do alimento e a otimizacdo de processos tecnoldgicos.

BEAN & TODD (1960) utilizando marcadores C**, constataram que o flavedo
(exocarpo; camada externa da casca) de laranjas verdes apresentava intensa capacidade de
fixagdo de carbono, enquanto que no albedo (mesocarpo; camada branca da casca) e nas
vesiculas de suco esta capacidade era muito reduzida. Em contrapartida, quando no escuro, as
vesiculas de suco aumentavam, consideravelmente, sua capacidade de fixac&o de carbono, em
relacdo aos demais tecidos. Neste caso, as substancias mais amplamente formadas eram o
acido malico, a serina, 0 acido aspértico e o &cido citrico. Desta forma, concluiram que as
reacOes de fixacdo de carbono, ocorridas na fase independente da luz na fotossintese, eram
fundamentais na formacao e na estocagem de acidos organicos em polpa de frutos citricos.

GORINSTEIN et al. (2001) ao avaliarem os teores de ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu) e magnésio (Mg) em limdo, laranja e pomelo descascados e em suas cascas, observaram
que todos 0s minerais estavam presentes em maiores concentragdes nas cascas dos frutos.
Além disso, no limédo tanto descascado quanto na sua casca, o ferro atingiu concentracdes
extremamente superiores aos demais frutos (cerca de 530 e 620ug/100g, respectivamente);
enguanto que nos demais frutos houve uma variagdo em torno de 10 a 130p.g/100g.

MARIN et al. (2002) avaliaram o teor de alguns componentes de sucos de limao das
variedades Fino ou Mesero e Verna (Murcia — Espanha) obtidos em diferentes sistemas de
extracao observando que a acidez variou de 7,70 a 5,53g/100mL; o teor de sélidos solUveis de
9,0 a 6,59/100mL e de 532 a 261 g/100mL em &cido ascorbico, nos sucos obtidos, em
processo ndo industrial (manual), por prensagem e filtracdo em tela de nylon.

PEDRAO et al. (1999) avaliaram os teores de acido ascorbico, &cido citrico, sélidos
solGveis e pH em sucos obtidos a partir de limdo, cv. Tahiti, a serem adocados para a
obtencdo de limonada encontrando 34mg/100mL; 5,56g/100mL; 8,9 °Brix e 2,75,
respectivamente.

MOUFIDA & MARZOUK (2003) avaliaram a acidez titulavel, o teor de acucares
totais, o pH e a acidez (em acido citrico e acido malico), em suco de limdo cultivado na
Tunisia encontrando os valores de 40,29¢/L, 75,983g/L, 2,3; 53,3mgmL e 3,5mg/mL,
respectivamente. Avaliaram, ainda, a composicdo em acidos graxos, constatando que 0s mais
abundantes foram: 14,20% de palmitico (C16:0), 21,04% de oléico (C18:1), 26,22% de
linoléico (C18:2) e 9,77% de linolénico (C18:3); representando cerca de 71,24% do total de



acidos graxos do suco de limdo. Quanto ao aroma, o limoneno, substancia volatil
normalmente encontrada em maior abundancia, representou 78,8% dos volateis totais.

O United States Department of Agriculture - USDA (2005) reportou valores médios
para varios nutrientes presentes na lima (Citrus latifélia, Tanaka) e no limdo (Citrus limon,
L.), e em seus produtos derivados. Alguns destes nutrientes estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2. Composicdo nutricional de lima (Citrus latifolia) e de limdo (Citrus limon).

. de li Suco de lima Lims Suco de Suco de limao
Nutrientes Lima SUFO elima  onjatado / Imao limé&o enlatado /
com casca integral com casca .
engarrafado integral engarrafado

Agua (g/100g) 88,26 90,79 90,52 87,4 90,73 92,46
Energia (kcal) 30 25 88 20 25 21
Proteina (g/100g) 0,70 0,42 0,25 1,2 0,38 0,4
Lipidios totais (g/100g) 0,20 0,07 0,23 0,3 0 0,29
Carboidratos (g/100g) 10,54 8,42 6,69 10,70 8,63 6,48
Acucares totais (g/100g) 1,69 1,69 1,37 * 2,4 2,4
Frutose (g/100g) * 0,61 * * * *
Glicose (g/100g) * 0,60 * * * *
Sacarose (9/100g) * 0,48 * * * *
Fibra dietética (g/100g) 2,8 0,4 0,4 47 0,4 0,4
Cinzas (g/100g) 0,30 0,31 0,31 0,40 0,26 0,36
Calcio (mg/100g) 33 14 0,12 61 7 11
Ferro (mg/100g) 0,60 0,09 0,23 0,7 0,03 0,13
Magnésio (mg/100g) 6,0 8 7 12 6 8
Fésforo (mg/100g) 18,0 14 10 15 6 9
Potassio (mg/100g) 102,0 117 75 145 124 102
Saédio (mg/100g) 2,0 2 16 3 1 21
Zinco (mg/100g) 0,11 0,08 0,06 0,10 0,05 0,06
Cobre (mg/100g) 0,06 0,027 0,030 0,360 0,029 0,037
Manganés (mg/100g) 0,008 0,018 0,008 * 0,008 0,020
Selénio (mcg/100g) 0,4 0,10 0,1 * 0,1 0,1
Vitamina C (mg/100g) 29,1 30,0 6,4 77 46 24,8
Folato (mcg/100g) 8,0 10,0 8 * 13 10

*valores ndo reportados
Fonte: USDA (2005)

A composicdo quimica do suco de lima citada por ZIENA (2000) relata os seguintes
valores: 10% de sélidos soluveis totais, de 5,1 a 7,7% de acidez total, de 0,24 a 0,50% de
proteina, 0,4% de cinzas, de 39 a 62mg/100mL de acido ascorbico, de 0,69 a 0,72% de acgucar
invertido total, de 0,14 a 0,20% de acUcares ndo redutores, de 1,7 a 3,2 de pH, e um total de
15 a 17 aminoacidos. Dentre os aminoacidos 0s principais encontra-se a arginina
(27,2mg/100g) e os acidos aspartico (28,7 mg/100g) e glutamico (20,2 mg/100g). Por outro
lado, a metionina, a leucina e a isoleucina sdo 0s que encontravam-se presentes em menores
guantidades, sendo; 0,3, 0,6 e 0,7mg/100g, respectivamente.

O beneficio a saude atribuido aos sucos de fruta deve-se, em parte, ao seu potencial
antioxidante. GARDNER et al. (2000) apontaram a Vitamina C como responsavel por 65-
100% deste potencial em sucos citricos. Quanto ao potencial antioxidante, MARIN et al.
(2002) constataram que no limdo das variedades Fino 49 e Verna 50, a parcela de
contribuicdo da vitamina C foi de 66 e 33%, respectivamente. MORILLAS RUIZ et al.
(2005) relataram que a capacidade antioxidante e a concentracdo de vitamina C, foram
maiores em limdes e tangerinas provenientes de cultivo ecologico do que naqueles de cultivo
convencional. Contrariamente, foi observado em laranjas que os frutos convencionais
possuiam maiores concentracdes de vitamina C e capacidade antioxidante (Quadro 3).



Quadro 3. Capacidade antioxidante de citricos provenientes de cultivo convencional e ecolégico.

Capacidade Capacidade ) Acido
Amostra antioxidante antioxidante Acido ascorbico desidroascorbico
(DPPH) (ABTS) (mg/L) (mg/L)
(mM trolox) (mM trolox)

Limao convencional 0,20 £ 0,02 56,91 + 7,50 389,9+75 1,7+0,9
Limdo ecoldgico 0,28 £ 0,02 75,58 + 10,96 6735+7,9 Tracos
Laranja convencional 0,13+0,01 58,05 + 4,15 154,8 + 37,1 78+20
Laranja ecolégica 0,09 + 0,00 54,25 + 3,46 130,4 £53,1 79+18
Tangerina convencional 0,12 +0,01 46,58 + 2,88 156,9+ 3,9 79+17
Tangerina ecoldgica 0,20+ 0,01 49,25+ 1,25 284,2 + 58,3 45+13

Fonte: Morillas Ruiz et al. (2005)

Ao avaliar o efeito de diferentes métodos de extracdo do suco de limdo (variedades
Fino 49 e Verna 50) sobre sua composicdo, MARIN et al. (2002) constataram que, quando
extraidos por métodos industriais, 0s sucos apresentaram maior concentracdo de flavonoides
do que aqueles extraidos manualmente, sugerindo que no primeiro ha uma possivel

contribuicdo do albedo e do flavedo, o que ndo ocorria na extragdo manual.

Os autores

relataram também que os flavondides presentes em ambas as variedades de limao
representaram de 10 a 16% do potencial antioxidante total dos sucos. Segundo CARISTI et al.

(2005), 0 6,8 — di -




aumento da salinidade e efeito inverso foi observado com o aumento da quantidade de agua
de irrigacao.

JACOMINO et al. (2003) observaram altera¢es na acidez titulavel e sélidos sollveis
em liméo “Siciliano”, quando submetidos a atmosferas de armazenamento a 10°C por 21, 28 e
35 dias, com diferentes concentracgdes de etileno.

2.2.3 Agricutura Agroecoldgica

2.2.3.1 Historico

Durante a década de 1920 surgiram as primeiras correntes alternativas ao modelo
industrial ou convencional de agricultura (DAROLT, 2005). Na década de 1940, o cultivo ou
agricultura bioldgica, enfatizava o processo de compostagem na superficie do solo e testes
especiais para avaliar sua fertilidade (STRINGHETA, 2003).

O cultivo convencional de matérias-primas de origem vegetal vem sendo questionado,
uma vez que se baseia no preparo exaustivo do solo com a utilizacdo de adubos minerais de
alta solubilidade, agrotoxicos utilizados no controle de pragas, doencas e ervas daninhas e em
cultivares de alta resposta a fertilizantes e agrotdxicos quimicos sintéticos. Este cultivo
engloba um pacote tecnologico dependente de insumos industrializados demandando alto
consumo energético e gerando impacto negativo no meio ambiente e no ser humano
(ALTIERI, 1995; EHLERS, 1996; GLIESSMAN, 2000).

2.2.3.2 O Sistema de Cultivo Organico

Segundo a Secretaria de Defesa Agropecuaria (BRASIL, 1999), o sistema orgéanico de
producdo é todo aquele que adota tecnologias que otimizem os recursos naturais. Este abrange
os cultivos ecologico, biodinamico, natural, sustentavel, regenerativo, bioldgico e
agroecoldgico.

Diferentemente, DAROLT (2005) agrupa 0 movimento organico em quatro grandes
vertentes: agricultura biodindmica, bioldgica, orgénica e natural. Atualmente, a expressao
"agricultura organica” € utilizada em paises de origem anglo-saxd, germanica e latina. Pode
ser considerada como sindnimo de agricultura bioldgica e engloba as préaticas agricolas da
agricultura natural e da biodinamica.

Estudos mostram que tanto o sistema de cultivo organico quanto o biodindmico
apresentam solos de alta qualidade bioldgica e fisica e, em alguns casos até quimica, quando
comparados ao plantio convencional (REGANOLD, 1992).

O crescimento da fertilidade e da eficiéncia do solo na cultura orgéanica tem sido
significativo. A atividade dos microorganismos no solo contribui consideravelmente neste
sistema de producdo, mantendo os insumos dos recursos nao-renovaveis e a alta fertilidade,
além de uma melhor estrutura do solo. Assim conserva-se a biodiversidade do solo, apesar do
uso deste, pois ndo ha utilizacéo de fertilizantes e pesticidas quimicos. Portanto a atividade e a
diversidade de microorganismos e sua eficiente utilizacdo das fontes de carbono orgéanico no
solo sdo responsaveis pela relevancia deste cultivo (Fibl, 2002).

Ao avaliar a sustentabilidade dos sistemas de cultivo convencional e ecolégico em
Bangladesh, RASUL & THAPA (2004) constataram que o segundo foi uma alternativa viavel
ao cultivo convencional, sendo relativamente mais sustentavel. PUSSEMIER et al. (2005)
observaram que quanto a presenca de contaminantes toxicos conhecidos (pesticidas, nitratos,
entre outros), os produtos organicos apresentavam vantagens claras. Entretanto, apontaram a
necessidade de melhor identificar contaminantes naturais nesse tipo de produc¢éo, uma vez que

10



contaminantes ambientais ou provenientes do processamento de alimentos podem estar
presentes em ambos 0s produtos, tanto organicos quanto convencionais.

O estilo de vida da populacéo e questdes ambientais s@o fatores chave para explicar o
consumo de alimentos organicos, e devem ser considerados ao delinear estratégias de
producdo e mercado (GIL et al., 2000). Por outro lado, estudos constataram que fatores
pessoais, como a propria salde e o sabor do alimento sdo mais importantes, para grande parte
dos consumidores de alimentos organicos, do que fatores como preservacdo do meio-
ambiente, bem-estar dos animais ou consideracdes sociais (IFOAM, 2005).

O sistema internacional de credenciamento visa garantir a integridade orgénica do
produto, o que requer um sistema regular de inspecdo e certificacdo visando assegurar a
credibilidade dos produtos certificados garantindo assim, a confianga do consumidor. Por
isso, todo produto organico deve ser processado de forma que sua caracteristica organica seja
preservada, oferecendo realmente produtos de qualidade, nutritivos e orgénicos (IBD, 2004).

A producdo e o consumo de alimentos organicos crescem em diversos paises.
Entretanto, um dos obstaculos apontados para esse crescimento é a disparidade de pregos
entre estes alimentos e 0s convencionais. Em paises como a Alemanha e a Dinamarca, onde
0s precos sdo semelhantes entre si, 0 consumo de organicos é muito maior (GIL et al., 2000)

2.2.3.3 Agricultura Biodinamica

Segundo REIINTJES (1994), a agricultura biodindmica é uma forma de agricultura
organica baseada na antroposofia. Esta pode ser caracterizada como um método de
conhecimento da natureza do ser humano e do universo, que amplia o conhecimento obtido
pelo método cientifico convencional, bem como tem aplicacdo em diversas areas da vida
humana (SAB, 2005).

A agricultura biodindmica se diferencia das demais devido a uma série de principios
basicos. O primeiro ponto a se destacar é a visdo da fazenda como um organismo integrado,
diversificado e auto-sustentavel. Neste sistema os diversos setores se apdiam mutuamente,
constituindo um ciclo fechado de nutrientes em que a compra de insumos é gradativamente
reduzida a um minimo, tendendo a zero (AVILA, 2000). Para Rudolf Steiner nio existe
qualquer possibilidade de monocultura biodindmica ou organica. A diversidade é, portanto, o
ponto-chave para este tipo de agricultura (REIJNTJES, 1994).

Os preparados biodindmicos sdo certificados e fiscalizados, sendo o credenciamento
de produtores de reconhecimento mundial (STRINGHETA, 2003). Esse método diferencia-se
dos ndo-convencionais em Varios pontos:

» A interligacdo e interdependéncia da propriedade agricola com a fauna, flora, solo,
cursos d’agua e o ser humano;

= A harmonia com 0 meio ambiente promovida pelo equilibrio paisagistico e ecoldgico
(plantacdo de arvores, entre outros);

= A-recuperacdo de areas com flora nativa;

= A interacdo entre producdo vegetal e animal e aproveitamento dos residuos na
elaboracdo de compostos dentro da propriedade agricola;

= A observacgéo das constelagdes e dos astros e;

= A utilizacdo de preparados biodindmicos & base de extratos vegetais e de solugdes
organicas e minerais, incorporados as pilhas de compostagem ou aplicados

diretamente sobre o solo e as plantas. (STRINGHETA, 2003).

SIXEL (2002) destaca ainda dez preceitos fundamentais em que se baseia 0 método
biodindmico de cultivo. Sdo eles:
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A correcdo do solo, visando fornecer a planta material para que através da

transmutacdo biologica dos elementos quimicos, ela possa elaborar seus préprios

nutrientes;

= A utilizacdo de biofertilizantes e compostos a fim de corrigir eventuais deficiéncias de
nutrientes e micronutrientes no solo.

= O preparo do solo para melhorar sua estrutura fisica, preparar as sementes e evitar
capinas desnecessarias.

= Aumentar a producdo e reciclagem de biomassa, a diversificacdo de espécies, criar
novos eco-nichos e um modelo de sucessdo de ecossistemas, através dos sistemas
agroflorestais;

= Promover a manutencdo e diversificacdo das espécies, respeitando a fauna e a flora
nativas, além de aceitar as exoticas.

= Realizar um planejamento paisagistico evitando ao méximo remover a terra,
compondo o planejamento dentro de sua microbacia.

= Respeitar a vida econdmica da individualidade agricola, escolhendo criteriosamente as
linhas produtivas, harmonizando as inclinacdes pessoais com as necessidades sociais e
as predisposicOes naturais da regido.

= Buscar ndo s6 a cura e a sanidade da terra, mas também sua santificacéo.

»= Orientar todos os afazeres cotidianos da lide agricola pelos movimentos de
constelac@es e dos astros.

= E por fim, utilizar os preparados biodindmicos, que sdo compostos especificos a base

de ervas medicinais, chifres, esterco e silica.

2.2.4 Vitamina C (Acido Ascorbico)
2.2.4.1 Historico

As vitaminas possuem composi¢Ges quimicas diversas, e podem ser definidas como
substancias organicas que devem ser fornecidas em pequenas quantidades a partir do
ambiente, porque ndo sdo sintetizadas pelos seres humanos ou, sua taxa de sintese €
inadequada para a manutencdo da saude (MARCUS & COULSTON, 1991).

O escorbuto, doenca causada pela deficiéncia de vitamina C, é conhecido desde
meados do século XI, especialmente entre populacfes com dietas insuficientes em frutas e
legumes por longos periodos. Com a introducdo da batata na alimentacéo européia, no século
XVII, a incidéncia de escorbuto foi reduzida. Entretanto, até o século seguinte a doenga ainda
continuava a ser um grande problema para as tripulacdes envolvidas em longas viagens
maritimas. Ao longo do século XVI, varios comandantes curaram a doenga com a
administracdo de suco de liméo aos tripulantes. Entretanto um estudo realizado em 1747 por
Lind, um médico da British Royal Navy, foi 0 marco para provar a associacao entre a dieta e
o0 escorbuto. Neste estudo, os doentes que ingeriram frutas citricas recuperaram-se
rapidamente, o que levou a introducdo de suco de limdo a dieta das tripulacbes da British
Navy, em 1800. (MARCUS & COULSTON, 1991).

HARDEN & ZILVA (1918) estudaram os efeitos antiescorbuticos do suco de liméo,
mesmo antes de associa-los ao acido ascorbico. Em 1928, SZENT-GYORGYI isolou, de
repolho cru e das glandulas supra-renais, um agente redutor na forma pura. Em 1932 este
composto foi identificado por WAUGH & KING como o fator ativo antiescorbatico no suco
de limdo (MARCUS & COULSTON, 1991). Sua estrutura quimica foi logo estabelecida em
varios laboratdrios e a denominacdo comum de acido ascorbico foi empregada para referir-se
a sua funcdo na prevencdo de escorbuto (MARCUS & COULSTON, 1991). Em trabalho
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posterior SVIRBELY & SZENT-GYORGY!I (1932) confirmaram a estreita relagio entre a
prevencdo do escorbuto e a ingestdo de acido ascorbico.

Assim, a determinacgdo da concentracdo de &cido ascorbico tornou-se importante, e 0
método de TILLMANS et al. (1932) passou a ser largamente utilizado. Este método
correlaciona o poder redutor da amostra com seu contetido de acido ascorbico, e consiste na
titulacho do extrato da amostra preparado com é&cido tricloroacético, com 2,6
diclorofenolindofenol (AHMAD, 1935).

A partir de entdo, o teor de vitamina C e os métodos de conservacdo desta em
alimentos passaram a ser avaliados. HASSAN & BASILI (1932) observaram que doses
crescentes de suco de lima reduziam a incidéncia de escorbuto em cobaias, mas que ao estocar
0 suco por 2 meses o efeito benéfico era perdido. Estudos de BENNETT & TARBERT (1933)
constataram ainda que o poder redutor de suco de limdo e laranja decrescia gradualmente
quando estes eram submetidos a forte acidificacédo, pasteurizagdo ou fervura.

2.2.4.2 Caracteristicas fisico-quimicas

A L-threo-hex-2enono-1,4-lactona é uma cetolactona de seis carbonos, estruturalmente
relacionada a glicose e outras hexoses, cuja nomenclatura trivial é acido ascérbico. Este é
oxidado reversivelmente no organismo em acido desidroascorbico, que também possui
atividade de vitamina C. A atividade antiescorbutica do &cido ascorbico encontra-se quase que
totalmente em seu isémero L. Um outro isémero, o acido D-isoascorbico (ou acido eritorbico,
ou acido D-araboascorbico), possui potencial redox semelhante ao &cido ascorbico apesar de
sua atividade antiescorbutica ser muito fraca. (MARCUS & COULSTON, 1991).

O 4&cido ascérbico € extremamente soltvel e tem propriedades acidulante e fortemente
redutoras, que se devem a estrutura enediol conjugada com o grupo carbonil no anel lactona.
Em solucdo, a hidroxila C-3 rapidamente se ioniza (pK; = 4,04 a 25°C) e a soluc¢do de acidos
livres se da a pH 2,5. A segunda hidroxila € mais resistente a ionizacdo (pK, = 11,4). A
absorcdo na faixa de ultra-violeta (UV) é moderada, e dependente do pH. Em pH 2 o
comprimento de onda (A) méx é de 244 nm, enquanto que na faixa de pH de 6 a 10 este sobre
para 266nm e chega a 294nm em pH maior do que 10 (TANNENBAUM, 1976).

O écido ascorbico sofre oxidacdo facilmente, sendo rapidamente destruido pela
exposicdo ao ar, sobretudo em meio alcalino e na presenca de cobre como catalizador
(MARCUS & COULSTON, 1991). Em alimentos ricos em &cido ascorbico, como sucos de
frutas, as perdas sdo normalmente devidas a reacGes de escurecimento ndo enzimatico
(TANNENBAUM, 1976).

Assim como os carotendides, o a-tocoferol e os flavondides, por exemplo, o acido
ascérbico possui uma importante funcéo antioxidante. Desta forma, o ascorbato é o principal
antioxidante em células vegetais, e é encontrado em todos os compartimentos subcelulares,
em concentragcfes que variam de 2 a 25mM. A oxidacdo do ascorbato é induzida por oxigénio
(0,), superéxido (Oy), oxigénio singlete (*O,) e peréxido de hidrogénio (H.0,), resultando
em monodeidroascorbato (MDHA). E este pode ser convertido em deidroascorbato ou
reconvertido em ascorbato (Figura 1) (SMIRNOFF, 2000).
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Figura 1. ReagBes redox e transporte de ascorbato (AsA). Estdo descritas as reagdes ocorridas no
citosol e o transporte através da membrana plasmatica. (a) reducdo do perdxido de hidrogénio e oxidacdo do
ascorbato, catalizada pela ascorbato peroxidase citosolica (CAPX). (b) produto de oxidacdo radical
monodeidroascorbato (MDHA), é reduzido a ascorbato pela NAD(P)-dependente MDHA redutase (MDHAR).
(c) duas moléculas de MDHA podem ser convertidas a deidroascorbato (DHA) e ascorbato (reacdes
representadas ndo estequiométricamente por linhas pontilhadas). (d) DHA é reduzido a ascorbato pela glutationa
(GSH)-dependente glutationa redutase (DHAR), que é regenerada a sua forma oxidada (GSSG) pela glutationa
redutase (GR). (e) AsA ¢ transportado para dentro da parede celular por difusdo facilitada, sendo trocado pelo
DHA, através de um transportador de membrana. (f) ascorbato oxidase (AO) é uma glicoproteina secretada que
catalisa a oxidagdo do ascorbato na parede. (g) 0 MDHA resultante é provavelmente reduzido por um sistema
citocromo b. E provavel que o ascorbato ciosélico seja o doador de elétrons e que (h) um transportador de
membrana palsmatica MDHAR, localizado no citosol, regenere o ascorbato.

Fonte: SMIRNOFF, 2000.

2.2.4.3 Biossintese de acido ascorbico

A maioria dos mamiferos sintetiza acido ascorbico, com exce¢do dos seres humanos,
dos primatas ndo-humanos, do cobaio e de certas espécies de morcegos de frutas na india.
Isto ocorre porque estes mamiferos ndo possuem a enzima hepatica responsavel pela Gltima
reacao da sintese; a conversao de 1-gulonolactona em &cido L-ascorbico; sendo esta enzima
mutante e ndo-funcional. Por isto, a vitamina C necessaria é obtida através das plantas, onde o
acido ascorbico ¢ uma substancia muito abundante em todos os compartimentos celulares,
inclusive na parede celular e chegando a concentragfes superiores 20mM nos cloroplastos.
(MARCUS & COULSTON, 1991; SMIRNOFF & WHEELER, 2000; LAING et al., 2004;
VALPUESTA & BOTELLA, 2004).

Possivelmente o ascorbato possui fungdes na fotossintese, como cofator enzimatico
nas sinteses de etileno, giberelinas e antocianinas, e ainda no controle do crescimento celular.
Desta forma, uma alta atividade de ascorbato oxidase na parede celular tem sido
correlacionada as areas de rapida expansao celular. Entretanto, ainda ndo se sabe se esta €
uma correlagdo apenas casual, e qual seria 0 seu mecanismo (SMIRNOFF & WHEELER,
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2000). O &cido ascorbico também esté relacionado ao tempo de florescéncia, a senescéncia, a
morte celular programada e a respostas a patdgenos atraves de uma complexa rede de
transducdo de sinal (BARTH et al., 2006). CHEN et al. (2003) sugerem que o contetudo de
ascorbato em plantas pode ser aumentado através do aumento da expressdo génica da enzima
responsavel por reconverter o &cido deidroascorbico em acido ascorbico (deidroascorbato
redutase), promovendo a reciclagem deste.

A via de biossintese de acido ascorbico ainda ndo foi totalmente compreendida,
havendo algumas enzimas desconhecidas, que apenas se pressupde existir (LAING et al.,
2004). H& varios anos tém se tentado estabelecer esta via, e trabalhos mais recentes tém
revelado que esta € mais complexa do que se esperava e que pode haver mdultiplas vias de
biossintese de &cido ascorbico em plantas (VALPUESTA & BOTELLA, 2004).

A biossintese do acido ascorbico via GDP-mannose, GDP-L-galactose, L-galactose e
L-galactono-1,4-lactona foi proposta recentemente e € sustentada por evidéncias de genética
molecular. Outras vias, como a do acido urénico, podem prover menores quantidades de
ascorbato. Em algumas espécies de plantas, o ascorbato é um precursor de tartarato e oxalato.
Além disso, tem um papel fundamental na fotossintese, agindo na reacdo de peroxidase de
Mehler, com a ascorbato peroxidase, para regular a condicdo redox dos carreadores de
elétrons fotossintéticos e como cofator para a violaxantina d-epoxidase, uma enzima
envolvida na fotoprotecdo ciclomediada pela xantofila. (SMIRNOFF & WHEELER, 2000).

Segundo VALPUESTA & BOTELLA (2004), evidéncias bioquimicas demonstram
que h& dois fatores envolvidos na biossintese de &cido L-ascorbico em plantas. Um deles seria
que, diferentemente do que foi encontrado em figado de ratos, ndo ha a inversao do esqueleto
de carbono. E o outro fator é a ocorréncia da L-galactona-1,4-lactona como precursor
imediato do &cido L-ascorbico (Figura 2). Esta via envolve a conversdo da GDP-D-manose
em GDP-L-galactose, catalizada pela GDP-D-manose-3’,5’-epimerase. A L-galactose
liberada dos nucleotideos é o precursor imediato da L-galactona-1,4-lactona, que é convertida
em acido ascérbico pela agdo de uma desidrogenase (Figura 2). Com excecdo da ultima etapa,
gue se passa na membrana interna mitocondrial, a via é citosolica; compartilhando
intermediérios GDP-acgucares com a sintese de glicoproteinas e de polissacarideos de parede
celular (SMIRNOFF, 2000). Por exemplo, durante o amadurecimento do morango, o D-
galacturonato proveniente do turnover das pectinas da parede celular pode ser utilizado para a
sintese de acido ascorbico. De outra forma, em flores e folhas de Arabidopsis, a codificacdo
génica da myo-Inositol oxigenase ocorre primeiramente, e leva a producdo de &cido D-
glucordnico. Este pode seguir tanto a via de sintese de acido ascérbico, quanto servir de
precursor para a sintese de polimeros da parede celular, como a pectina e a hemicelulose.
Desta forma, tecidos verdes podem favorecer uma ou outra via, de acordo com a ativacao de
luz ou do requerimento de grandes reservas de carbono (VALPUESTA & BOTELLA, 2004).
Em mudas de agrido, metil ésteres de acido D-galacturénico podem levar a um aumento na
concentracdo de &cido ascorbico (DAVEY et al., 1999). Além disso, LOEWUS & KELLY
(1961) observaram que o &cido D-galactudnico-1-**C é metabolizado a 4cido L-ascorbico-6-
¢, em uma via de inverséo, durante o amadurecimento de morango. Foi proposta ento a via
do &cido urdnico, que se ajusta a ambos os achados. Nesta via, derivados pectinicos do acido
D-galacturdnico sdo reduzidos a &cido L-galactonico, que é espontaneamente convertido a L-
galactona-1,4-lactona. E esta, pela acdo da L-galactona-1,4-lactona desidrogenase, é entdo
convertida a &cido L-ascorbico (Figura 2) (VALPUESTA & BOTELLA, 2004).
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Figura 2. Vias biossintéticas de &cido ascérbico em aminais (reacBes de 1-8) e em plantas (reacBes de 9-24).
Enzimas que catalizam as rea¢Ges numeradas sdo: 1. fosfoglicomutase; 2. UDP-glicose pirofosforilase; 3. UDP-
glicose desidrogenase; 4. glucuronato-1-fosfato uridiltransferase; 5. glucurono quinase; 6. glucuronato redutase;
7. aldono-lactonase; 8. glucono-1,4-lactona desidrogenase; 9. glicose-6-fosfato isomerase; 10. manose-6-fosfato
isomerase; 11. fosfomanomutase; 12. GDP-manose pirofosforilase (manose-1-fosfato guaniltransferase); 13.
GDP-manose-3’,5’-epimerase; 14. fosfodiesterase; 15. agucar fosfatase; 16. L-galactose desidrogenase; 17. L-
galactono-1,4-lactona desidrogenase; 18. metilesterase; 19. DD-galacturonato redutase; 20. aldono-lactonase; 21.
fosfodiesterase; 22. agucar fosfatase; 23. L-glicose desidrogenase; 24. myo-Inositol oxigenase.

Fonte: VALPUESTA & BOTELLA, 2004.
2.2.5 Acucares (Frutose, Glicose e Sacarose)
2.2.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Os acUcares geralmente sdo sélidos cristalinos, incolores e tém sabor doce (BOBBIO
& BOBBIO, 1992). Segundo a FAO (1998) o termo “acglcares” é convencionalmente
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utilizado para designar mono e dissacarideos. O termo *acucar” refere-se a sacarose
purificada, assim como as expressdes “acucar refinado” e “aclcar de adicdo”. Dentre 0s
acucares a sacarose se destaca, sendo o principal composto utilizado como adocante.
Comparando-se a dogura relativa dos principais acUcares, observa-se que a glicose apresenta
67% e a frutose 130% de docgura, em relacdo a sacarose. Apesar de as principais fontes deste
acucar serem a cana-de-acgUcar e a beterraba, a sacarose € encontrada em todas as plantas que
realizam fotossintese (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

A glicose e a frutose sdo monossacarideos, ou seja, carboidratos que ndo podem ser
hidrolisados a agUcares de menor peso molecular. A glicose é uma aldose com seis atomos de
carbono, encontrada em grande quantidade na natureza, cujos polimeros podem dar origem a
polissacarideos como o amido, a celulose e o glicogénio. A frutose também é constituida de
seis atomos de carbono, entretanto € uma cetose. A sacarose é um dissacarideo ndo-redutor
formado a partir de uma molécula de glicose e uma de frutose. (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

Nos alimentos vegetais ocorrem naturalmente alteracbes na composi¢do dos
carboidratos, durante a maturacdo e o amadurecimento pds-colheita. Entretanto, os frutos
citricos, que amadurecem ainda na arvore e ndo contém amido, sofrem muito poucas
alteracGes na composicdao de carboidratos, no periodo pds-colheita (HODGE & OSMAN,
1976). Apesar disto, durante a estocagem do suco de lima &cida sob refrigeracdo ou
congelamento ocorre um aumento pronunciado da concentracdo de acuUcares redutores,
especialmente sob temperatura de refrigeracdo. Por outro lado o conteddo de aglcares totais
decresce nestas condigdes (ZIENA, 2000).

Alguns acucares, como por exemplo, a D-glicose, a D-galactose e a D- frutose, sdo
absorvidos ativamente pela parede do intestino humano, para a utilizagdo em processos
metabolicos. Entretanto, outros agucares de mesmo peso molecular ou até menores, como a 2-
deoxy-D-glicose, a D-manose, a L-arabinose e o L-sorbato, séo absorvidos em quantidades
insignificantes. Acredita-se que interacBes semelhantes estejam envolvidas na percepcdo do
sabor doce, no quelamento de ions metalicos e nas reacGes de aglutinacdo celular de certas
proteinas (lectinas). Nestes casos, 0 grupamento hidroxil parece ter um papel fundamental
(HODGE & OSMAN, 1976).

2.2.5.2 Biossintese de carboidratos

A principal fonte de calorias para grande parte da populacdo mundial, sé&o os
carboidratos. Além disso, em plantas, estes compdem o mais importante suprimento de
energia utilizvel proveniente da luz solar, atraves da fotossintese. Nesta, por intermédio da
irradiacdo solar nas células fotossintéticas, o dioxido de carbono e a 4gua sdo convertidos em
carboidratos (HODGE & OSMAN, 1976).

Este processo envolve duas fases, uma dependente e outra independente da luz. A fase
dependente da luz ocorre durante a incidéncia de luz solar sobre as plantas de folhas verdes.
Nesta fase os elétrons da clorofila a e dos pigmentos acessorios (clorofila b, carotendides),
situados na membrana tilacoide dos cloroplastos (Figura 3), sdo excitados a uma camada
energética superior. Ocorre entdo o transporte de elétrons aos seus aceptores, desencadeando
reacOes de oxi-reducdo. Isto resulta na oxidacao da dgua a oxigénio livre, com a formacéo de
coenzimas reduzidas (KLUGE, 2002).

Na fase independente da luz, que se passa no estroma dos cloroplastos, o didxido de
carbono é fixado e reduzido a05 T30.0000.0895 9 /P 4(nio da )27 -0.021.5Tw 17.705 tzidredm



celular, fibras, tegumento, casca) que contém os estoques alimentares de amido, sacarose e
seus produtos de hidrolise (HODGE & OSMAN, 1976; KLUGE, 2002).

A base para o controle da acumulacdo de metabdlitos em plantas durante o
crescimento é de especial interesse no estudo do crescimento dos frutos a partir do momento
em que o aroma e a qualidade destes dependem das substancias estocadas. Laranjas e limdes,
por exemplo, possuem diferencas marcantes nas vias de estocagem de acgucares. O limdo
maduro, em qualquer um de seus tecidos, contém pouca ou nenhuma sacarose engquanto que



concentracdo de nutrientes no meio. A presenca de altas concentracfes de sacarose induz o
desverdecimento, enquanto que a fertilizacdo excessiva com nitrogénio (sob a forma de
nitratos ou alguns aminoacidos como a L-serina) retarda esse processo. (HUFF, 1983; HUFF,
1984; IGLESIAS et al., 2001).
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Figura 4. Sintese de sacarose na fase escura da fotossintese.
Fonte: CHEMELLO, 2005.

2.2.6. Minerais

Os elementos traco sdo definidos como elementos minerais presentes em baixas
concentragcOes (na ordem de mg/Kg, ou menos), nos solos, em plantas e outros organismos
vivos. Varios desses elementos sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento normal
de plantas, como o cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e
boro (B). No caso dos animais, o cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn),
molibidénio (Mo), cobalto (Co) e selénio (Se) sdo fundamentais para o crescimento e
desenvolvimento adequados (PHIPPS, 1981; WEBBER, 1981 Apud HE, et al. 2005).

Processos desencadeados pelo homem, sdo fatores importantes para a entrada de
elementos traco no ambiente. Alguns desses fatores sdo: o uso de fertilizantes, adubos
organicos, despejos industriais, irrigacéo e depositos secos e/ou molhados (HE, et al. 2005).

Apenas uma pequena parcela dos elementos traco presentes no solo € biodisponivel. A
mobilidade e disponibilidade destes elementos sdo controladas por diversos processos
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quimicos e bioguimicos como precipitacdo-solubilizacdo, absor¢ao-dessorcdo, complexacao-
dissociacdo e oxi-reducdo. Nem todos esses processos sdo igualmente importantes para cada
elemento, mas todos eles sdo afetados pelo pH e a atividade bioldgica do solo (HE, et al.
2005).

O uso constante de fungicidas/pesticidas/herbicidas pode acarretar 0 aumento da
concentracdo de minerais no solo. Segundo HE, et al. (2005) um exemplo claro disto € o
aumento da concentracao de cobre e zinco em solos onde foram cultivadas frutas citricas.

GORINSTEIN et al. (2001) ao avaliarem os teores de ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu) e magnésio (Mg) em limao, laranja e pomelo descascados e em suas cascas, observaram
que todos 0s minerais estavam presentes em maiores concentracdes nas cascas dos frutos.
Além disso, no limdo tanto descascado quanto em sua casca, constataram que o Fe atingia
concentracfes extremamente superiores aos demais frutos (cerca de 530 e 620ug/100g,
respectivamente); enquanto que nos demais frutos houve uma variagdo em torno de 10 a
130ug/100g.
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2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Matéria— Prima

Foram utilizadas limas acidas (Citrus latifolia, Tanaka.) da cultivar Tahiti, obtidas por
plantio convencional e biodindmico, ambas da safra de maio/junho de 2005. Foram adquiridos
19 Kg de lima acida convencional no Mercado de Benfica no Rio de Janeiro, provenientes do
estado de Sdo Paulo. Dezoito quilos da lima &cida orgénica biodinamica, certificada pelo
Instituto Biodinamico (IBD), foram fornecidos pela Fazenda Bom Jesus, localizada no
municipio de Santa Rita do Passa Quatro, no estado de Sdo Paulo (Latitude: 21graus,
43min/Longitude: 47graus, 29min).

No preparo do solo para o cultivo da lima acida biodindmica foi utilizado o formicida
MACEX - isca, formicida granulado obtido de extratos de plantas da flora nativa brasileira,
polpa de macd e acidos graxos organicos (atestado pelo I.P.T (SP) através do relatério de
ensaio n° 881 789 de 06 de Julho de 2001), sendo um produto isento de toxicidade, estavel a
temperatura ambiente e ao ar e biodegradavel, aprovado pela certificadora alema de produtos
organicos, BCS OKO-GARANTIE GMBH, por tratar-se de um insumo compativel com o
regulamento ecoldgico da Unido Européia CEE 2092/91. A forma granulada foi utilizada por
ser altamente atrativa e eficiente, pois as formigas transportam a isca para o interior do ninho,
contaminando todo o formigueiro sendo também de facil manejo para os trabalhadores.
Produto especifico, sendo o alvo somente formigas cortadeiras, ndo atingindo mamiferos,
abelhas, peixes e outros insetos ndo alvo.

Os frutos foram codificados como: LC (lima acida convencional) e LB lima &cida
biodinamica. Cada um dos grupos foi separado em 5 lotes com 10 unidades experimentais por
lote, retiradas aleatoriamente. Desta forma, cada lote dos grupos experimentais LC e LB
continham aproximadamente 3,8Kg e 3,6Kg de frutos, respectivamente.

2.3.2 Obtencéo do Suco

Apo0s a selecdo dos frutos integros, sem injurias, estes foram pesados e higienizados
por imersdo em agua clorada a 100 ppm por 10 minutos, seguida de lavagem em agua
corrente para a remogédo de residuos. O suco foi extraido em multiprocessador doméstico e
peneirado para que fosse retirada a polpa remanescente. O acondicionamento foi realizado em
recipientes de PVC, e os sucos armazenados em freezer a —=10°C.
2.3.3 Rendimento do Suco

O rendimento foi calculado pela diferenca de peso entre os frutos inteiros e 0 peso
final de suco obtido, para ambos os grupos experimentais (LC e LB).

2.3.4 Andlises Fisico-Quimicas e Instrumentais
2.3.4.1 pH e acidez titulavel total

As leituras de pH e as quantificacBes de acidez titulavel total foram determinadas por
titulacdo potenciométrica, em titulador automatico (Metrohn 798MPT Titrino), de acordo com

0 método 1SO (1998).

2.3.4.2 Solidos soluveis totais (°brix)
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O teor de soélidos soluveis totais (°brix) foi determinado através de leitura em
refratbmetro Atago TR 101, de acordo com o método 1SO (1978).

2.3.4.3 Vitamina C (acido ascorbico)

A concentrago de acido ascoérbico foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em cromatografo Alliance, coluna Bio rad HPX87H, detector UV/visivel,
fase mdvel acido sulfdrico 0,1N, com vazdo de 0,7mL/min. O preparo da amostra foi
realizado a partir de 2,5g de suco de lima &cida, diluido com acido sulfarico 0,1N e levado ao
ultrasom por 10 minutos. Em baldo volumétrico de 25 mL, o volume foi completado com
acido sulfarico 0,1N e a solucdo filtrada em papel de filtro. A quantificacdo da vitamina C foi
realizada a partir da injecdo de uma solucdo padrdo de acido ascorbico na concentracdo de
20pg/mL.

2.3.4.4 Acucares: glicose, frutose e sacarose

O preparo das amostras foi pesado 1,0g do suco de lima &cida. Apos a adi¢do de 5mL
de agua Milli Q a aliquota foi levada ao ultrasom por 20 minutos. Foram adicionados 5 mL de
acetonitrila e o volume foi completado com agua MilliQ em baldo volumétrico de 25 mL.
Seguiu-se a filtragem em papel de filtro e o acondicionamento em frascos de vidro. As
amostras foram mantidas em freezer a -18°C, para posterior determinacdo. Os teores de
frutose, glicose e sacarose foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), em cromatdgrafo Alliance, coluna WAT 044355 de fase reversa grupamento amino,
fase movel 25:75 agua Milli Q/acetonitrila, na vazdo de 1 mL/ min, e detector de indice de
refracdo W410. Foi utilizada uma solucdo padrdo contendo 1,29/25mL de cada um dos
acucares.

2.3.4.5 Minerais

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X (TXRF) do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas — S&o Paulo. O preparo das amostras foi realizado a
partir de aliquotas de 500 mL de cada um dos sucos de lima acida. As amostras foram
colocadas em tubo digestor contendo acido nitrico 65% (Merck) e 500 mL de H,O, 30%
(Merck), para a digestdo da matéria organica. A solucdo foi aquecida em estufa durante 6
horas a 60 °C, em tubo fechado. Em seguida, pipetou-se 500uL para eppendorf estéril e
adicionou-se 50 pyL de uma solugdo de galio na concentracdo de 102 pg/g, como padrdo
interno. Desta solugéo, foram pipetados 8 L para o centro de um suporte refletor de lucite,
situado sob luz infravermelha, para desidratacdo da amostra.

Todas as amostras foram preparadas em triplicata. Para verificagdo dos reagentes
foram preparadas amostras com acido nitrico e 4gua oxigenada, também em triplicata. O
resultado da medida dos brancos foi subtraido das medidas das amostras de suco de lima
acida. A amostra foi posicionada, horizontalmente ao detector de germanio hiperpuro (HPGe)
— resolucdo de 140 eV em 5,9 keV, e excitada através de um feixe branco de irradiacdo de
energia maxima igual a 20 keV, filtrado por 0,5 mm de aluminio com um éangulo de
incidéncia de 1,0 mrad. O tempo de medida das amostras e dos padrdes foi de 100 segundos e
0s espectros de raios X caracteristicos obtidos foram analisados atraves do software Sistema
de Andlise Quantitativa de raios X (AXIL) [192], distribuido pela Agéncia Internacional de
Energia Atémica (AIEA), obtendo as intensidades dos raios X para cada elemento, associado
a uma incerteza.
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2.3.5 Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados no programa Statistica 5.1, pelo teste ANOVA. A
comparacdo entre médias foi realizada pelo teste Least Significative Diference (LSD), em
nivel de 5% probabilidade.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Rendimento de Suco

O rendimento de suco da lima &cida cultivada pelo método convencional (LC) e da
lima &cida biodinamica (LB) foram de 56,0% (+ 1,219) e 44,2% (* 3,434), respectivamente.
Observa-se na Tabela 1 que o rendimento de suco do LC foi significativamente maior do que
o0 do LB (p = 0,00009). Como o percentual de cascas do fruto organico biodinamico foi
significativamente maior do que o dos frutos convencionais (LC 40,63 % + 2,305 e LB 49,16
% + 2,701; p = 0,0007), isto pode ter colaborado substancialmente para a diminui¢do do
rendimento de suco nos frutos LB.

Tabela 1. Rendimento dos sucos de lima acida convencional e organica biodindmica.

Amostras Rendimento (%) Cascas (%)
LC 56,02 ° 40,63°
(£1,219) (+2,305)
B 44,20° 49,16 °
(£ 3,434) (£2,701)

a, b. Letras diferentes representam diferenca significativa. p<0,001.

Em frutos citricos, este tipo de variacdo da proporcao entre a espessura da casca e a
guantidade de suco obtido, pode ser influenciada pelo nivel de fertilizantes utilizados.
Segundo CHITARRA & CHITARRA (1990), a aplicacdo de potassio, magnesio e zinco
aumentaria o tamanho e o peso dos frutos, enquanto que a aplicacdo de nitrogénio e fosforo os
reduziria. Além disso, a deficiéncia de fosforo e potassio poderia levar a formacdo de casca
muito espessa.

O estadio de maturacdo dos frutos também pode influenciar em seu rendimento de
suco. ZIENA (2000) observou que limas acidas verdes apresentavam 55,6% de rendimento,
enquanto que em frutos de casca amarelo-esverdeada este valor era de 59,4%. Observou-se
que o rendimento de suco de LC, foi muito semelhante ao descrito acima, por ZIENA (2000),
para as lima acidas verdes. Isto é coerente, visto que os frutos utilizados no presente trabalho
apresentavam-se no estadio verde de maturacdo, que € o de maior valor comercial. Segundo o
site especializado TODA FRUTA (2003), o rendimento de suco esperado dos frutos de lima
acida Tahiti, é em torno de 50%. Em vista do exposto acima, pode-se supor que ao menos na
safra avaliada, a lima acida biodinamica realmente apresentou rendimeto reduzido em relagédo
ao esperado pela literatura.

Fatores que podem ter acarretado o aumento da espessura da casca, € a consequente
reducdo do percentual de suco sdo: concentracdes altas de nitrogénio e potassio e, variagdes
na umidade relativa e na temperatura do ambiente (CHITARRA & CHITARRA, 1990). O
aumento da salinidade também foi descrito por GARCIA-SANCHEZ et al. (2003) como um
fator importante para a reducdo do rendimento de suco de limao Fino 49 (Citrus Macrophylla,
Wester). Contrariamente, 0s autores relatam que com o aumento da quantidade de agua de
irrigacdo, o efeito inverso foi observado.

Portanto, constatou-se que a lima 4&cida organica biodindmica apresentou um
rendimento de suco reduzido e um percentual de cascas aumentado, quando comparada ao
fruto convencional. Isto pode ter sido decorrente dos diferentes métodos de cultivo, visto que,
segundo os autores citados acima, estes parametros podem ser alterados por diversos fatores
como fertilizantes, irrigacdo, umidade relativa, temperatura e estadio de maturacao.
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2.4.2 S6lidos Soluveis, Acidez Titulavel e pH

Os resultados obtidos para acidez (LC 6,05 e LB 5,98; p = 0,804), pH (LC 2,81 ¢ LB 2,78;
p = 0,180) nédo apresentaram diferenga significativa entre os grupos (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Sélidos soluveis, pH, acidez e vitamina Cdos sucos de lima &cida convencional e
organica biodinamica.

Amostras oH Aci_dez _ Solidos S_oll]veis Vitamina C
(9/100g &cido citrico) (°Brix) (mg/100g)
2,81° 6,05° 8,42 % 22,86 °
LC (= 0,011) (= 0,157) (= 0,189) (x 0,426)
2,78° 598° 7,63 b 22,802
LB (= 0,044) (= 0,502) (= 0,379) (£ 2,084)

a, b. Letras diferentes representam diferenca significativa. p<0,05.

Observou-se que os valores referentes a acidez titulavel total de ambos os grupos
apresentaram-se dentro do esperado segundo o Padréo de Identidade e Qualidade do MAPA
(BRASIL, 2000), que determina o minimo de 59/100g de acido citrico. Além disso, estiveram
coerentes com o descrito pelo site especializado, TODA FRUTA (2003), que referencia uma
média de 5 a 6 g/100g de &cidez em acido citrico para suco de lima &cida Tahiti.

Em relacdo ao teor de solidos sollveis, o grupo LC (8,42 + 0,189) apresentou
concenracgdes significativamente maiores do que o do grupo LB (7,63 £ 0,379; p = 0,033)
(p<0,05). Esta diferenca quanto ao °Brix poderia acarretar por exemplo, uma diferenciacéo
entre as caracteristicas sensoriais dos sucos. Diversos autores citam a importancia da
propor¢do entre agucares e acidos organicos, expressa pela razdo °Brix/acidez, que pode
afetar caracteristicas quimicas e sensoriais dos alimentos. Com isso, fornecem informacdes
fundamentais para a avaliacdo da seguranca, a otimizacdo de processos tecnoldgicos e da
aceitacdo do consumidor (MATTHEIS et al., 1999; CHINNICI et al., 2005; MARSH et al.,
2006).

Esta diversidade na composicdo dos frutos pode ser acarretada por diferencas na
intensidade da luz solar e pelo uso de pesticidas (MATTHEIS et al., 1999). Os frutos expostos
ao sol podem apresentar maior teor de solidos solGveis e menor acidez, enquanto que a
fertilizacdo com fosforo leva a uma reducdo da acidez total e do teor de solidos sollveis
(CHITARRA & CHITARRA, 1990).

ZIENA (2000) apontou que o valor de pH de suco de lima fresco extraido de frutos
com grau de maturacdo mais adiantado foi menor do que o encontrado no suco dos frutos
verdes. Em contraste, os valores de °Brix e acidez aumentam ao longo do amadurecimento.
Os valores encontrados pelo autor para pH (2,62), acidez (6,33%) e °Brix (9,48), no fruto
verde se assemelham mais aos descritos no presente trabalho, do que os valores reportados
para frutos mais maduros. Esta semelhanca é coerente, visto que os frutos utilizados na
realizacdo deste trabalho estavam no estadio verde de maturacdo. Cabe ressaltar que para ser
comercializada como “limdo Tahiti” as limas acidas devem estar ainda verdes, perdendo seu
valor comercial ao amadurecerem.

Estes resultados foram semelhantes aos observados por MARIN et al. (2002) ao avaliarem
sucos de liméo das variedades Fino e Verna obtidos em processo ndo industrial (manual), por
prensagem e filtragdo em tela de nylon. Seus resultados variaram entre 7,70 a 5,53g/100mL
para acidez e de 9,0 a 6,59/100mL para solidos soluveis. Houve semelhanca ainda com o
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trabalho de PEDRAO et al. (1999) que avaliaram os teores de &cido citrico, slidos soliveis e
pH em sucos obtidos a partir de lima &cida cv. Tahiti, a serem adogados para a obtencdo de
limonada; 5,569/100mL; 8,9 e 2,75, respectivamente.

2.4.3 Vitamina C (Acido Ascorbico)

Nos resultados apresentados na Tabela 2 observa-se que a concentracdo de &cido
ascoérbico nos sucos LC e LB (22,86 + 0,426 e 22,80 + 2,084, respectivamente; p = 0,960) ndo
diferiram significativamente entre si (p>0,05). O acido L-ascorbico € a principal forma ativa
da vitamina C, e € reversivelmente oxidado a acido deidroascérbico, que também possui
atividade bioldgica (ARANHA et al., 2000). Os cromatogramas correspondentes ao padrdo de
acido ascorbico e as concentracfes deste nos sucos de lima acida convencional e biodindmica
estdo demonstrados na Figura 5.

Estes resultados estdo de acordo com Padrdo de Identidade e Qualidade do MAPA
(BRASIL, 2000), que determina o minimo de 20,0 mg/100g para acido ascérbico em suco de
limdo. Quando comparados aos dados do USDA (2005), que reportam 30,0 mg/100g de
vitamina C em suco de lima integral, as concentra¢fes encontradas mostram-se discretamente
menores. Diversas tabelas de composicéo de alimentos descrevem a concentracdo de vitamina
C de suco de limdo. Segundo a Tabela para Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas
Caseiras (PINHEIRO et al., 2001), 100 mL de uma limonada preparada com 6 mL de suco de
limdo contém 4,74 mg de vitamina C. Portanto, calcula-se que em cada 100mL do suco
utilizado haveria 79mg da vitamina. Esta concentracdo coincide com a descrita na Tabela de
Composicdo de Alimentos (FRANCO, 2002), de 79mg/100g de suco de limdo fresco. A
Tabela de Composicgéo elaborada pelo Estudo Nacional de Despesa Familiar (IBGE, 1999),
aponta 51mg/100g da parte comestivel de limdo (Citrus limon, L. Burn.). Enquanto que
PHILIPPI (2001), na “Tabela de Composicdo de Alimentos: Suporte para Deciséo
Nutricional”, reporta a concentracdo de vitamina C em 46mg/100g. J& a Tabela Brasileira de
Composicéo de Alimentos (NEPA-UNICAMP, 2006), reporta 38,2mg de vitamina C em 100g
da parte comestivel de liméo Tabhiti cru.

Nestas Tabelas observa-se uma grande discrepancia entre os valores, de modo que
torna-se imprecisa a comparacdo com os dados obtidos neste trabalho. Entretanto ha uma
semelhanga maior entre estes dados e o descrito pela Tabela mais atual, a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos da UNICAMP. Provavelmente, isto pode ser atribuido a
semelhancas entre as condic¢des geograficas e de cultivo. Um fator importante que dificulta a
comparacado entre os dados é que normalmente as tabelas ndo descrevem a variedade do fruto
estudado. As Tabelas da NEPA-UNICAMP (2006) e do IBGE (1999) foram as que
disponibilizaram estas informacoes.

O é&cido ascorbico é amplamente distribuido nas células vegetais e tem papel crucial
em seu crescimento e metabolismo (HERNANDEZ et al., 2006), podendo ser sintetizado a
partir de agUcares fornecidos através da fotossintese (LEE & KADER, 2000). Desta forma os
sucos de fruta, especialmente os citricos, sdo importante fonte dietética de acido ascorbico
para humanos e demais mamiferos incapazes de sintetiza-lo. (KABASAKALIS et al., 2000;
VALPUESTA & BOTELLA, 2004). Segundo LEE & KADER (2000), em frutos citricos, a
concentracgdo de vitamina C diminui com o amadurecimento, entretanto o contetdo por fruto
maduro é maior do que nos frutos verdes, devido ao aumento do volume de suco e do
tamanho do fruto. As limas analisadas no presente trabalho estavam no estadio verde de
maturacao, que é o adequado para a comercializacdo destas como “limdo” Tahiti.
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Figura 5. Padréo de &cido ascérbico (A), suco de lima acida convencional (B) e suco de lima
acida biodinamica (C).

O contetdo de vitamina C em frutas e vegetais pode ser influenciado por diversos
fatores, como: diferencas genotipicas, condi¢Ges climaticas pré-colheita, praticas de cultivo,
maturidade, métodos de colheita e manipulacdo pos-colheita (LEE & KADER, 2000). Isto
pode ser explicado por uma rede metabdlica complexa, envolvendo a biossintese, o
catabolismo e a reciclagem do é&cido ascorbico (LORENCE, 1999; VALPUESTA &
BOTELLA, 2004). De acordo com LEE & KADER (2000), fatores como o0 aumento da
intensidade da luz durante a fase de crescimento, a reducdo da freqiéncia de irrigacdo e o
aumento da fertilizacdo com potéssio, poderiam acarretar a elevacdo do teor de vitamina C
nos frutos. Além disso, este aumento na concentracdo de vitamina C poderia atuar também
como uma estratégia de protecdo a injaria provocada pela escassez de agua. Ja a fertilizacao
com altas concentracfes de nitrogénio tenderia a reduzir a concentracdo da vitamina C.

MURILLAS RUIZ et al., (2005) observaram que cultivos ecoldgicos de tangerinas e
limdes apresentavam maior capacidade antioxidante e maior concentracdo de vitamina C do
que os frutos obtidos pelos métodos convencionais de cultivo. Porém, o oposto foi observado
em laranjas, sendo as convencionais mais ricas em vitamina C do que as ecoldgicas.
BORGUINI & SILVA (2007) ndo encontraram diferenga significativa na concentracdo de
acido ascorbico, quando avaliaram tomates da variedade Carmen, cultivados organica ou
convencionalmente. Entretanto, em tomates da variedade Débora, os autores observaram que
os cultivados pelo método convencional apresentavam teores mais elevados de acido
ascorbico do que os organicos. Desta forma, ndo foi identificado um padrdo de
comportamento que permita prever alteracdes nos teores de acido ascérbico quando utlizados
cultivos convencionais ou agroecolgicos.

2.4.4 Acucares (Frutose, Glicose e Sacarose)
As concentracdes de frutose foram significativamente maiores (p<0,01) nos frutos

convencionais (LC 0,98 e LB 0,66 g/100g; p = 0,009). O mesmo ocorreu em relacdo a
glicose (LC 0,89 e LB 0,54 g/100g; p = 0,001). Quanto a sacarose, ndo houve diferenca
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significativa (p = 0,185) dentre os grupos (LC 0,07 e LB 0,12 g/100g). Os resultados e 0s
cromatogramas correspondentes estao descritos na Tabela 3 e na Figura 6.

Tabela 3. Concentracao de glicose, frutose e sacarose em suco de lima acida convencional e
organica biodindmica.

Amostras Frutose (g/100g) Glicose (g/100g) Sacarose (g/100g)
LC 0,98 (+ 0,100) ® 0,89 (+ 0,051)° 0,07 (+ 0,058)°
LB 0,66 (+ 0,058) " 0,54 (+ 0,053)" 0,12 (+ 0,021)°

a, b. Letras diferentes representam diferenca significativa. p<0,05.

Segundo o USDA (2005), os teores de frutose, glicose e sacarose em suco de lima
integral estariam em torno de 0,61, 0,60 e 0,48 g/100g, respectivamente. Dentre os dados
descritos no presente trabalho os teores de frutose e glicose, da lima &cida biodinamica (LB),
foram os que mais se assemelharam aos do USDA. Adicionalmente, quando comparados aos
resultados de HULME (1970) (frutose 1,35 g/100mL, glicose 1,40 g/100mL e sacarose
0,419/100mL) ndo houveram semelhancas entre os resultados. Isto pode ser justificado pelo
fato de se tratarem de frutos cultivados em ambientes muito distintos, podendo haver
diferencas entre variedades, metodos de cultivo e estadio de maturacéo dos frutos estudados
ou nos métodos de analise empregados.
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Figura 6. Padrao de frutose, glicose e sacarose (A), suco integral de lima acida convencional
(B) e suco de lima &cida biodinamica (C).

As concentracdes de frutose e glicose encontradas no suco organico biodindmico,
justificam o °Brix reduzido. Este é um resultado coerente, visto que estes acucares tém papel
importante na composicao de sélidos solUveis do suco de lima e, portanto, quando encontram-
se em quantidades reduzidas, a leitura do °Brix tende a ser menor.

28



2.4.5 Minerais

Os resultados obtidos quanto ao teor de minerais no suco dos grupos LC e LB estdo
descritos na Tabela 4. Ndo houveram diferencas significativas entre os grupos, quanto as
concentracOes de calcio (Ca) e zinco (Zn) (LC 23,24 e LB 23,41ug/g p = 0,852; LC 0,29 e
LB 0,43ug/g p = 0,088, respectivamente). Entretanto, o suco de lima convencional apresentou
teores mais elevados de potéssio (K) (LC 376,79 e LB 240,70ug/g p = 0,036), manganés
(Mn) (LC 0,08 e LB 0,04pg/g p = 0,006), ferro (Fe) (LC 1,71 e LB 0,75ug/g p =0,013) e
cobre (Cu) (LC 0,35 e LB 0,20ug/g p = 0,005).

Tabela 4. Minerais nos sucos de lima acida convencional e organica biodindmica.

LC (ug/g) LB (ug/9)

K 376,79 + 33,270 2 240,70 + 17,112 °
Ca 23,24 + 0,693 ? 23,41 + 0,856 °
Mn 0,08 + 0,004 ? 0,04 +0,000°
Fe 1,71 + 0,078 2 0,75+ 0,134 °
Cu 0,35+ 0,014 2 0,20 + 0,007 °
Zn 0,29 + 0,064 ? 0,43 +0,014°

a, b. Letras diferentes representam diferenca significativa. p<0,05.

As diferencas encontradas entre 0s grupos podem ter diversas causas. Uma delas pode
ser a utilizacdo de fungicidas/pesticidas/herbicidas pelo cultivo convencional, o que levaria ao
aumento da concentracdo de minerais no solo, acarretando maiores teores desses nutrientes
nos frutos. Isto vai de encontro ao descrito por HE, et al. (2005), que cita o aumento da
concentracdo de cobre e zinco em solos onde foram cultivadas frutas citricas. Cabe ressaltar
que, o cobre foi encontrado em maiores concentragcbes nos frutos convencionais, enquanto
que o zinco foi significativamente mais abundante em frutos biodindmicos. Isto aponta para a
constatacdo de que os diferentes métodos de cultivo influiram nos teores finais de minerais
nos frutos. Este tipo de processo de incorporacdo de minerais no ambiente pode ser provocado
por diversos fatores, como a utilizacdo freqiiente de fertilizantes e adubos orgénicos, despejos
industriais, irrigacdo, dentre outros (HE, et al., 2005).

Além disso, fatores como o pH e a atividade biolégica do solo afetam os diversos
processos quimicos e bioquimicos que determinam a biodisponibilidade dos minerais para as
plantas. Esses processos (precipitacdo-solubilizagdo, absorgdo-dessor¢do, complexacéo-
dissociagéo e oxi-reducdo), ndo sdo igualmente importantes para cada elemento, e desta forma
uma rede complexa de fatores pode afetar os teores finais de um determinado mineral nos
frutos (HE, et al., 2005).

Outro importante fator que pode estar envolvido, é a distribuicdo dos minerais no
fruto. GORINSTEIN et al. (2001) ao avaliarem os teores de ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu)
e magnésio (Mg) em liméo, laranja e pomelo descascados e em suas cascas, observaram que
todos 0s minerais estavam presentes em maiores concentragdes nas cascas dos frutos.
Considerando-se que as limas biodindmicas apresentaram um percentual de cascas
significativamente maior do que as convencionais, pode-se cogitar a possibilidade de os
minerais que se encontram mais abundantes do suco dos frutos convencionais, estejam em
maiores concentragdes nas cascas dos frutos biodinamicos.

PHILIPPI (2001), na “Tabela de Composi¢cdo de Alimentos: Suporte para Decisdo
Nutricional”” descreve a composic¢do de minerais em 100g de suco de limdo como: 124mg de
K, 1,0mg de Na, 6,0mg de P, 7,0mg de Ca, 0,03mg de Fe, 6,0mg de Mg, 0,03mg de Cu,
0,05mg de Zn, 0,01mg de Mn e 0,2ug de Se. Na Tabela de Avaliacdo de Consumo Alimentar
em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2001), em 100ml de suco de limédo estima-se 23mg
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de Ca e 0,83mg de Fe. Ja na Tabela de Composicdo elaborada pelo Estudo nacional de
Despesa Familiar (IBGE, 1999), a concentracdo de Ca, P e Fe em limédo é de 41mg/100g,
15mg/100g e 0,7mg/100g. Em FRANCO (2002) os teores de minerais em 100g de liméo
foram 16mg de Mg, 0,03mg de Mn, 11mg de S, 0,19mg de Cu, 0,17mg de Zn e 0,1ug de I. A
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (NEPA-UNICAMP, 2006) reporta que em
100g da parte comestivel de limdo Tahiti cru, ha 51mg de Ca, 10mg de Mg, 0,07mg de Mn,
24mg de P, 1,0mg de Na, 128mg de K, 0,06mg de Cu e 0,2mg de Zn,. O USDA (2005)
reporta, para suco de lima integral, concentracdes de Ca, Fe, Mg, P, K, Na, Zn, Cu, Mn e Se.
Estes teores, em mg/100g, séo respectivamente: 33, 0,60, 6,0, 18, 102, 2,0, 0,11, 0,06, 0,008,
e 0,4(mcg/100g).

Quando comparados os resultados obtidos com os descritos pelas referidas tabelas,
observa-se que, nenhum dos resultados esteve de acordo com PHILIPPI (2001). PINHEIRO
et al. (2001) reportaram resultados semelhantes para calcio e ferro, e na tabela IBGE (1999)
os teores de ferro também se assemelham aos apresentados neste trabalho. Ainda em relacéo
ao ferro, observa-se que apenas os resultados do grupo LB sdo semelhantes aos do USDA
(2005). Da mesma maneira, apenas a concentracdo de cobre do grupo LB coincide com a
tabela de FRANCO (2002), assim como 0 magnésio. E por fim, os teores de magnésio e zinco
do grupo LC foram bastante similares aos descritos pela tabela NEPA-UNICAMP (2006).
Cabe destacar que as concentragdes de potéssio relatadas neste trabalho, foram mais elevadas
do que as descritas em todas as tabelas consultadas.

A utilizacdo de cultivares e/ou variedades diferentes de limdo, a utilizagdo de suco do
limdo em alguns casos e do fruto in natura em outros, a composicao mineral do solo onde
cada fruto foi cultivado sdo algumas das explicacBGes provaveis para a grande variacdo dentre
os teores reportados nas diferentes tabelas.

Em relacdo aos valores de Ingestdo Dietética Recomendada (DRIs) para adultos, a
contribuicdo percentual dos teores de K, Ca, Mn e Fe em 100g de suco variaram entre 0,2% e
0,9%. As contribui¢cdes mais significativas foram para Cu e Zn. Estes valores foram, em LC e
LB, respectivamente de 3,9% e 2,3% para Cu e 2,6% e 3,9% para Zn. Portanto, pode-se
observar que o0 cobre e 0 zinco seriam 0s minerais de maior relevancia nutricional, em ambos
0S SUCOS.
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2.5 CONCLUSOES

Pode-se concluir que, em relacdo aos parametros acidez titulavel total, pH, &acido
ascorbico, sacarose, calcio e zinco, ndo houveram diferencas significativas entre o suco de
lima &cida Tahiti proveniente de cultivo biodinamico e convencional. Isto indica que as
diferencas empregadas nos dois métodos de producéo; convencional e organico biodindmico;
ndo interfeririam no contetdo deste nutrientes no produto final.

Entretanto, alguns nutrientes mostraram-se mais sensiveis a estas variagoes,
encontrando-se em quantidades distintas quando comparados os frutos convencionais e
organico biodinamicos da safra de maio/junho de 2005. No fruto orgénico biodinédmico, 0
rendimento de suco, os teores de solidos sollveis totais, frutose, glicose, potassio, manganés,
ferro e cobre foram significativamente menores quando comparados ao convencional.

Cabe ressaltar que ambos os frutos sdo provenientes da mesma regido, localizada no
Estado de S&o Paulo. Desta forma observa-se que podem haver distin¢des entre 0s sucos de
limas acidas provenientes de cultivo convencional e organico biodinamico, e que estas
variagdes provavelmente decorrem das diferencas no manejo de cada plantio.

Entretanto, a lima &cida biodindmica apresenta um potencial interessante para a
producdo de suco, visto que é uma matéria prima obtida por plantio isento de agrotoxicos,
fator determinante para um crescente numero de consumidores.
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CAPITULO 11

QTIMIZAC}AO DA HIDROLISE ENZIMATICA DE SUCO DE LIMA
ACIDA (Citrus latifolia, TANAKA.) CV. TAHITI, CONVENCIONAL E
BIODINAMICA.
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RESUMO

A hidrolise enzimatica em suco de fruta é um tratamento prévio ao processo de
clarificacdo por membranas. Portanto, para a clarificacdo de suco de lima acida orgénica
biodindmica, faz-se necessario avaliar as condices ideais de hidrolise para esta matéria
prima. O presente trabalho teve como objetivo otimizar a hidrdlise enziméatica de sucos
obtidos de limas acidas cv. Tahiti convencional (LC) e organica biodindmica (LB). A matéria-
prima foi selecionada, pesada e higienizada e o suco foi extraido, peneirado, acondicionado
em recipientes de PVC e armazenado em freezer a —10°C. Foram utilizadas trés diferentes
preparaces enzimaticas: Citrozym ultra L®, Citrozym cloudy® 100L e Pectinex®. As
condicBes de hidrolise foram selecionadas utilizando-se os valores maximo, minimo e medio
dos tempos de incubacdo e a concentracdo de cada enzima. Desta forma, houveram 5
tratamentos diferentes, considerando a concentracdo da enzima e o tempo de incubagéo:
0,07% por 20 minutos, 0,07% por 60 minutos, 0,3% por 20 minutos, 0,3% por 60 minutos e
0,2% por 40 minutos. A determinacdo do tamanho de particulas foi realizada pelo método
otico de difracdo e reflexdo com raio laser. Os teores de frutose, glicose e sacarose foram
avaliados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os dados foram analisados
no programa Statistica 5.1, pela analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo entre as
médias foi realizada pelo teste Least Significance Difference (LSD) em nivel de 5%
probabilidade. Conclui-se que para as enzimas Citrozym cloudy® e Pectinex®, a condicao
ideal de hidrdlise, tendo como base a reducdo do tamanho de particulas, é a 0,3/60 tanto para
LC quanto para LB. Para a Citrozym cloudy®, observou-se que a condicdo 0,3/60 acarretaria
a reducéo da concentracgdo de glicose, apenas no LC; enquanto que nestas mesmas condic¢oes
a Pectinex® levaria a um aumento nos teores de sacarose, em ambos 0s sucos. No caso da
Pectinex®, as condi¢bes de 0,2/40 (para LC) e 0,3/20 (para LB) também se mostraram
eficazes na reducdo de tamanho de particulas, sem ocasionarem alteraces no teor de
acucares. A Citrozym ultra® poderia ser aplicada a ambos os sucos, na condicdo de 0,2/40,
com resultados satisfatorios, acarretando a elevacao do teor de glicose no suco LC.

Palavras chave: hidrélise enzimatica, Citrus latifolia, tamanho de particulas, agUcares.
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ABSTRACT

The enzymatic hydrolysis in fruit juice is a previous treatment, applied when membranes
clarification process will be used. Therefore, is necessary to determinate the ideal hydrolysis
condition for each raw material. The present work had as objective to optimize the enzymatic
hydrolysis of acid lime juice, cv. Tahiti cultivated by conventional (CL) and biodynamic (BL)
methods. The raw material was selected, weighted, higienized, and the juice was extracted,
bottled, conditioned in identified PVC containers and stored under freezing at -10°C. Three
enzymatic preparations were used: Citrozym ultra® L, Citrozym cloudy® 100L e Pectinex®.
The hydrolysis conditions were carried out using the highest, the medium and the least values
for incubation time and enzymatic concentration. This way, there were 5 different treatments:
0.07% during 20 and 60 minutes, 0.3% during 20 and 60 minutes and 0.2% during 40
minutes. The particles size were analyzed by the laser optical method and the fructose,
glucose and sucrose was analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
The statistical analysis applied was the analysis of variance (ANOVA) and the comparison
among the averages of treatments was accomplished by the Least Significance Difference
(LSD) test at the level of 5% of probability. The great analysis conditions for Citrozym
cloudy® and Pectinex® were 0.3/60, in CL and BL. However, the glucose contend reduces in
CL, if uses Citrozym cloudy® at these conditions. Using Pectinex®, at these same conditions,
sucrose contends increases, in both groups. The 0.2/40 (for CL) and 0.3/20 (for BL), with
Pectinex®, could reduced the particles size without change sugars contends. In addiction,
Citrozym ultra® could be used at 0.2/40 condition, resulting in a satisfactory particle size
reduction, increasing the glucose contend.

Keywords: enzymatic hydrolysis, Citrus latifolia, particles size, sugars.

34



3.1 INTRODUCAO

O aumento na demanda por produtos processados cujos nutrientes sejam preservados,
acarretou o desenvolvimento de processos alternativos ao tratamento térmico, como por
exemplo, os processos de filtragdo por membranas. Estes processos, como a microfiltracéo e
ultrafiltracdo, podem ser aplicados a sucos de fruta, obtendo-se a esterilidade comercial a frio,
além da manutencdo do valor nutricional e das caracteristicas sensoriais do produto de acordo
com o diametro de poro da membrana utilizada, entre outros fatores. Entretanto, estes
processos tém como fatores limitantes a reducdo do fluxo de suco permeado, a compactacado
de sélidos na superficie (polarizacdo de concentracdo) ou penetracdo de sélidos nos poros das
membranas (fouling) os quais podem inviabilizar o processo. A fim de minimizar estes
fendmenos, a literatura sugere a realizacdo da hidrolise enzimatica prévia a estes processos.
Desta forma, pode-se reduzir o tamanho de particulas do suco, minimizando estes fenémenos
(LEE et al., 2006; KLAHORST, 2003; NOVOZYMES, 1993).

Portanto, este capitulo teve como objetivo otimizar a hidrdlise enzimética de sucos
obtidos de frutos de lima acida cv. Tahiti cultivados pelos métodos convencional e organico
biodinamico; para posterior aplicagdo em processos com membranas. Para tanto, avaliou-se o
tamanho de particulas e os teores de frutose, glicose e sacarose, nos sucos hidrolisados com as
enzimas comerciais Citrozym cloudy®® 100L, Citrozym ultra® L e Pectinex®, em diferentes
concentracdes e tempos de incubacéo.
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3.2 REVISAO DE LITERATURA
3.2.1 Celulose, Hemicelulose e Pectinas

A celulose é um polimero ndo-ramificado constituido de 100 a 200 unidades de D-
glucopiranose, ligadas em B(1-4), de dificil hidrélise; a ndo se por acdo enzimatica (celulases).
Constitui a parede celular dos vegetais superiores, sendo 0 composto mais importante da sua
estrutura. Na dieta humana, faz parte das fibras dietéticas insollveis, ou seja, ndo é degradada
nem absorvida pelo trato digestivo humano. Assim como a celulose, a hemicelulose é um
polissacarideo encontrado na parede celular de células vegetais. Entretanto, € uma molécula
muito menor, constituida principalmente por unidades de D-xilose, L-arabinose, D-galactose,
D-manose e L-ramnose (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

As pectinas sdo polissacarideos acidos formadas, principalmente, por unidades de
acido galacturdnico. O &cido D-galacturénico é um monossacarideo derivado da D-galactose,
onde o grupo hidroxilico primario estd oxidado a carboxilico. Sdo substancias coloidais,
sollveis em &gua e possuem graus de neutralizacdo e de metoxilacdo variaveis (BOBBIO &
BOBBIO, 1992).

Juntamente com a celulose e a hemicelulose, as pectinas constituem a parede celular
das plantas superiores (YAPO et al., 2007); localizando-se, especialmente, em tecidos pouco
rigidos, como o albedo de frutas citricas. Pode haver aglUcares neutros, como D-galactose, L-
arabinose e L-ramnose, ligados aos residuos de acido galacturénico (BOBBIO & BOBBIO,
1992). Isto torna sua estrutura extremamente complexa e heterogénea, podendo-se distinguir
regibes denominadas homogalacturanas e das ramnogalacturanas. A regido homogalacturana,
consiste em residuos de &cido D-galacturdnico, ligados em a(1,4). As ramnogalacturanas | sdo
caracterizadas por trechos que alternam os residuos de acido D-galacturénico com a L-
ramnose (THIBAULT et al., 1996). Ha ainda as ramnogalacturanas Il, que s&o moléculas de
baixo peso molecular e, altamente complexas. Sua cadeia principal é composta de, pelo
menos, oito unidades de acido D-galacturénico (a(1,4)) para cada quatro ramificacGes. Estas
podem ser formadas por até doze tipos de monossacarideos diferentes, incluindo o acido
galacturénico, e aglcares pouco usuais, como apiose, 2-O-metil-fucose, acido 2-O-metil-
xilose, 3-C-carboxil-5-deoxi-L-xilose (acido acerico), acido 2-ceto-3-dioxi-D-manno-
octulosonico (Kdo) e &cido 3-dioxi-D-lixo-heptulosarico (Dha) (VIDAL et al., 2000).

ZHAN et al. (1998) propuseram que as pectinas comerciais provenientes de frutos
citricos eram compostas, predominantemente, de regides de homogalacturanas, com cerca de
60 a 70% de metoxilacdo. E, além disso, haveriam regi6es de ramnogalacturanas I, com uma
cadeia principal composta de unidades repetidas do dissacarideo GalA-Rha (acido
galacturdnico e ramnose), e cadeias laterais compostas de agucares neutros. Estes agucares,
segundo YAPO et al. (2007), seriam, principalmente, arabinose, galactose, 4acido
galacturdnico e ramnose, 0 que sugere a presenca de cadeias laterais compostas de arabinanas
e/ou (arabino) galactanas. A razdo molar entre o &cido galacturdnico e a ramnose, em pectina
extraida da casca de frutos citricos, foi de 1:1, o que indica uma repeticdo continua de GalA-
Rha (&cido galacturdnico e ramnose). Desta forma, YAPO et al. (2007), concluiram que as
pectinas dos frutos citricos consistem, predominantemente, de homogalacturanas, com poucas
fragOes de ramnogalacturanas | e tragos de ramnogalacturanas 1.

As pectinas, quando em solucdo aquosa, podem tornar 0 meio altamente viscoso,
mesmo quando em baixas concentracdes, dependendo do seu grau de metoxilagdo. Na
presenca de sacarose e em meio acido, e em condicGes ideais, sdo capazes de formar géis
muito estaveis (BOBBIO & BOBBIO, 1992). Esta capacidade de formacao de géis pode ser
benéfica ou ndo no processamento de frutas. Apesar de ser uma caracteristica essencial na
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producéo de recheios e geléias de frutas, pode ser um problema quando o objetivo é produzir
sucos de frutas clarificados (KLAHORST, 2003).

3.2.2 Hidrdlise Enziméatica em Sucos de Fruta

O tratamento enzimatico de sucos de fruta, através da utilizacdo de pectinase, tem sido
utilizado em diferentes matérias-primas. A presenca de macromoléculas, como aquelas de
pectina, interfere nos processos de clarificagio com membranas, como a ultrafiltracdo e a
microfiltragdo, acarretando o0 entupimento da membrana ou de seus poros e,
consequientemente, o declinio no fluxo de permeado. A pectinase hidrolisa a pectina, levando
a floculagdo de complexos pectina-proteina, resultando em sucos com reduzido teor de
macromoléculas. Desta forma, a viscosidade do suco é reduzida, facilitando o processo de
clarificacdo (LEE, et al., 2006).

As preparacOes enzimaticas possibilitam a reducdo dos custos de processamento de
sucos através do aumento do rendimento e da taxa de filtracdo, e melhorando o processo de
clarificacdo. Na reducdo da viscosidade do suco, a aplicacdo de enzimas tem por objetivos
evitar a geleificacdo, facilitar a concentracdo e proporcionar estabilidade a turvacdo. Na
clarificacdo de sucos, a hidrdlise colabora na despectinizacdo, tornando a filtracdo mais fécil,
resultando em um suco concentrado mais estavel e com pouca ou nenhuma pectina residual. O
processo de hidrélise enzimatica pode ser afetado por variaveis como, a concentracdo da
enzima, a temperatura e o tempo de incubagdo. (NOVOZYMES, 1993; LEE et al., 2006).

LEE et al. (2006) avaliaram as condi¢bes de hidrolise ideais para suco de banana,
utilizando preparagdes enzimaticas comerciais pectinoliticas e amiloliticas (Pectinex® Ultra
SP-L e AMG 300L, respectivamente). Constataram que a filtrabilidade, a clarificacdo, a
viscosidade e a turbidez estavam significativamente correlacionadas a concentracdo
enzimatica e a temperatura e tempo de incubacéo.

O termo pectinase refere-se a uma mistura especifica de enzimas capazes de degradar
tanto a cadeia principal quanto as cadeias laterais da pectina. Trés enzimas tém acoes
complementares para a completa degradacdo da pectina: a pectina metilesterase, a
poligalacturonase e a pectina liase. A pectina liase € capaz de hidrolisar a pectina metoxilada.
Entretanto, a poligalacturonase s6 age sobre a cadeia principal, necessitando previamente da
acao da pectina metilesterase, que ndo é capaz de degradar a cadeia principal, mas age
retirando os radicais metil ésteres. A retirada destas cadeias laterais é fundamental para que a
poligalacturonase possa agir sobre a pectina (KLAHORST, 2003).

A utilizacdo de pectinases na clarificacdo de sucos de fruta tem sido reportada por
diversos autores. CRUESS & CELMER (1938) e FOGARTY & WARD (1974) aplicaram a
enzima em suco de magd, observando que ndo houve alteracbes em suas caracteristicas
sensoriais. Em suco de uva, a clarificacdo com pectinase possibilitou o aumento de
rendimento de extracdo e a utilizacdo de membranas com menor tamanho de poros
(HASHIZUME & LATTIMER, 1974). A reducdo da viscosidade do suco também foi
reportada por VIQUEZ, et al. (1981) em suco de banana.

SREENATH et al. (1994) ao utilizarem pectinase e celulase comerciais, em suco de
abacaxi, constataram o aumento do rendimento de 72% para 81-86%. Entretanto, quando
comparados aos sucos ndo tratados, os hidrolisados ndo foram considerados sensorialmente
aceitaveis.

BRASIL et al. (1996) utilizaram enzimas pectinoliticas em suco de goiaba, obtendo o
aumento do rendimento de suco e reducdo na viscosidade. Com 0 mesmo objetivo,
CARDOSO et al. (1998) utilizaram pectinase, invertase e glicose-isomerase em puré de
banana, constatando ainda o aumento da dogura quando aplicada a invertase.
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3.2.3 Preparacdes enziméaticas

Atualmente, estdo disponiveis diversas preparacdes enzimaticas comerciais. A
Pectinex® é uma preparacdo enzimatica que combina pectinaliase, poligalacturonase,
pectinesterase e hemicelulase. E caracterizada por assegurar a quebra das arabinanas (ou
arabanas), polissacarideos formados por unidades de L-arabinose (BOBBIO & BOBBIO,
1992). Prevenindo, portanto, a formacéo de turbidez secundéria, durante a estocagem dos
sucos concentrados (NOVOZYMES, 1992; NOVOZYMES, 2007b).

H4, ainda, preparacdes enzimaticas especificas para a utilizacdo em sucos citricos.
Estas enzimas aumentam o rendimento da extracdo de suco e promovem a degradacdo parcial
das substancias pecticas. Uma delas é a Citrozym cloudy® 100 L, uma preparagdo de enzimas
pectoliticas, onde se encontram pectinases, hemicelulases e celulases. E produzida por
Aspergillus niger, contendo principalmente pectina liase, endo-poligalacturonase e, pouca
atividade pectinesterases e exo-poligalacturonase. Esta preparacdo ¢ ideal para utilizacdo na
producdo de sucos citricos onde se pretende manter a estabilidade da turvacdo ou cloudy
(NOVOZYMES, 2007a; NOVOZYMES, 2002).

Outra preparacdo pectolitica, especifica para citricos, a Citrozym ultra® L., produzida
pelos microrganismos Aspergillus niger e Aspergillus aculeatus contendo, principalmente,
pectinases, hemicelulases e celulases. E apropriada para a clarificagdo de sucos de limio e
lima, tornando-os limpidos (NOVOZYMES, 2007a; NOVOZYMES, 2005).
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Matéria - Prima

Foram utilizadas limas acidas (Citrus latifolia, Tanaka.) da cultivar Tahiti, obtidas por
plantio convencional e biodindmico, ambas da safra de maio/junho de 2005. Foram adquiridos
19 Kg de lima acida convencional no Mercado de Benfica no Rio de Janeiro, provenientes do
estado de Sdo Paulo. Dezoito quilos da lima &cida orgénica biodinamica, certificada pelo
Instituto Biodinamico (IBD), foram fornecidos pela Fazenda Bom Jesus, localizada no
municipio de Santa Rita do Passa Quatro, no estado de Sdo Paulo (Latitude: 21graus,
43min/Longitude: 47graus, 29min).

No preparo do solo para o cultivo da lima acida biodindmica foi utilizado o formicida
MACEX - isca, formicida granulado obtido de extratos de plantas da flora nativa brasileira,
polpa de macd e acidos graxos organicos (atestado pelo I.P.T (SP) através do relatério de
ensaio n° 881 789 de 06 de Julho de 2001), sendo um produto isento de toxicidade, estavel a
temperatura ambiente e ao ar e biodegradavel, aprovado pela certificadora alema de produtos
organicos, BCS OKO-GARANTIE GMBH, por tratar-se de um insumo compativel com o
regulamento ecoldgico da Unido Européia CEE 2092/91. A forma granulada foi utilizada por
ser altamente atrativa e eficiente, pois as formigas transportam a isca para o interior do ninho,
contaminando todo o formigueiro sendo também de facil manejo para os trabalhadores.
Produto especifico, sendo o alvo somente formigas cortadeiras, ndo atingindo mamiferos,
abelhas, peixes e outros insetos ndo alvo.

Os frutos foram codificados como: LC (lima acida convencional) e LB lima &cida
biodinamica. Cada um dos grupos foi separado em 5 lotes com 10 unidades experimentais por
lote, retiradas aleatoriamente. Desta forma, cada lote dos grupos experimentais LC e LB
continham aproximadamente 3,8Kg e 3,6Kg de frutos, respectivamente.

3.3.2 Obtencao dos Sucos

Ap0s a selecdo dos frutos integros, sem injdrias, procedeu-se a pesagem e higienizacao
por imersdo em agua clorada a 100 ppm por 10 minutos, seguida de lavagem em agua
corrente para a remocdo de residuos. Os sucos foram extraidos em multiprocessador
doméstico e peneirados para que fosse retirada a polpa remanescente. O acondicionamento foi
realizado em recipientes de PVC, e os sucos armazenados em freezer a —10°C.

3.3.3 Otimizacao da Hidrdlise Enzimatica

A otimizacdo da hidrdlise enzimatica foi realizada a fim de se selecionar a enzima de
melhor eficiéncia quanto a reducdo do tamanho das particulas dos sucos de lima &cida, assim
como conhecer a concentracdo e o tempo de incubacdo ideais para futura aplicagdo na
clarificacdo dos sucos em processos com membranas.

Para isso, foram realizados 5 ensaios experimentais, em escala de laboratério. O
delineamento estatistico foi aplicado em duplicata, utilizando-se os valores maximo, minimo
e médio dos tempos de incubacdo e a concentracdo de cada enzima (Citrozym ultra® L,
Citrozym cloudy® 100L e Pectinex®) (Tabela 5).

Para cada um dos grupos experimentais separou-se, em duplicata, aliquotas de 150 mL
do suco de lima &cida, as quais foram aquecidas em banho-maria a 30°C. As enzimas foram,
entdo, adicionadas e as amostras mantidas por 20, 40 ou 60 minutos, para cada concentracgéo,
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sob agitacdo controlada em banho-maria. O procedimento foi realizado para cada uma das
enzimas.

Tabela 5. Concentracdo de enzima X tempo de incubacao a 30°C.

Ensaios 1 2 3 4 5
Quantidade (mL) 0,1 0,5 0,1 0,5 0,3
Tempo (min) 20 20 60 60 40
Concentracédo (%) 0,07 0,3 0,07 0,3 0,2

3.3.4 Andlise do Tamanho de Particulas

Ap0s a hidrolise enzimatica, a fregiiéncia e o tamanho de particulas dos sucos foram
determinados pelo método ético de difracdo e reflexdo com raio laser, no analisador de
particulas ANALYSETTE 22, Fritsch GmbH, Malaysic (1993). A configuracdo do
equipamento para a realizacdo das analises foi: agitacdo de 49 rpm, velocidade da bomba de
29 rpm, distancia da célula de 57mm a 474mm, faixa de leitura de 0,16 um a 1088 um, sem a
utilizagdo de banho com ultra-som.

3.3.5 Acucares: glicose, frutose e sacarose

O preparo das amostras foi pesado 1,0g do suco de lima acida. Apos a adi¢do de 5mL
de agua Milli Q, a aliquota foi levada ao ultra-som por 20 minutos. Foram adicionados 5 mL
de acetonitrila e o volume foi completado com agua MilliQ em baldo volumétrico de 25 mL.
Seguiu-se a filtragem em papel de filtro e o acondicionamento em frascos de vidro. As
amostras foram mantidas em freezer a -18°C, para posterior determinagdo. Os teores de
frutose, glicose e sacarose foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), em cromatografo Alliance, coluna WAT 044355 de fase reversa grupamento amino,
fase movel na proporcao de 25:75 (dgua Milli Q/acetonitrila), vazdo de 1mL/ min., e detector
de indice de refragdo W410.

3.3.6 Analise Estatistica
Todos os dados foram analisados no programa Statistica 5.1, pelo teste ANOVA. A

comparacdo entre médias foi realizada pelo teste Least Significative Diference (LSD), em
nivel de 5% probabilidade.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Andlise do Tamanho de Particulas dos Sucos Integrais

Os sucos integrais de lima acida convencional e organica biodinamica, antes de serem
submetidos a hidrélise enzimatica, apresentaram particulas de tamanhos que variaram entre
0,16 pum a 1088 pm. No suco convencional, observou-se um crescimento gradual da
concentracdo de particulas de tamanho superior a 400 um. Por outro lado, no suco organico
biodinamico ha uma distribuicao uniforme na faixa de 400 a 1000 um. (Figura 7).
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Figura 7. Volume de distribui¢do (%) do tamanho de particulas em suco de lima acida convencional
(LC) e organica biodinamica (LB).

De acordo com esta informacdes, poderia-se supor que o0 suco biodindmico seria mais
facilmente hidrolisado, visto que apresenta uma concentragdo menor de particulas acima de
400 um, quando comparado ao convencional.

3.4.2. Hidrdlise com Citrozym cloudy® 100 L
3.4.2.1. Andlise do Tamanho de Particulas

A utilizagdo de Citrozym cloudy® 100 L na hidrolise do suco de lima é&cida
convencional foi aplicada em trés concentracbes (0,07, 0,2 e 0,3%) e trés tempos de
incubacgéo (20, 40 e 60 minutos). Os resultados podem ser observados na Figura 8.

A utilizacdo de 0,3% de enzima por 60 minutos (LCC 0,3/60) foi a mais eficiente no
suco LC, acarretando a reducdo da maioria das particulas a tamanhos menores do que 200
pum. O tratamento de concentracdo e tempo intermediarios (LCC 0,2/40) também ocasionou
uma reducdo importante do tamanho de particulas, quando comparado ao suco integral (LC) e
aos demais tratamentos (LCC 0,07/20; LCC 0,07/60 e LCC 0,3/20). Observou-se ainda que
baixas concentragdes de Citrozym cloudy® (0,07%) ou um tempo de incubacdo reduzido (20
minutos), podem reduzir o tamanho de particulas de forma acentuada, apesar de nao estar
entre as condi¢des de hidrolise mais eficientes.
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Figura 8. Volume de distribuicdo do tamanho de particulas do suco de lima acida convencional,
hidrolisado com Citrozym cloudy® 100 L. LC: suco integral. LCC 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2%
e enzima por 40 minutos; LCC 0,07/20: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos; LCC
0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos; LCC 0,3/20: suco hidrolisado com
0,3% de enzima por 20 minutos e, LCC 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos.

Resultados semelhantes foram obtidos por CARVALHO et al. (2006), ao aplicarem a
enzima Citrozym cloudy® na hidrolise de suco de limdo (Citrus limon, L). Os autores
observaram que ao utilizar 0,1; 0,3 ou 0,5% da enzima, incubados por 20, 40 ou 60 minutos, a
maior reducdo no tamanho de particulas ocorreu em concentracdo e tempo intermediarios
(0,3% por 40 minutos). A concentracdo considerada pelos autores como intermediéaria, 0,3%,
na presente dissertacdo € concentracdo mais elevada dentre as utilizadas, sendo considerada
intermediéria a de 0,2%. Consequentemente, CARVALHO et al. (2006) conseguiram uma
hidrolise efetiva com 0,3% por 40 minutos, enquanto que neste trabalho o resultado mais
efetivo foi o de 0,3% por 60 minutos.

Portanto, 0,3% seria a concentracdo adequada para a utilizacdo da Citrozym cloudy®.
Baseado na literatura consultada, supfe-se que seriam necessarios apenas 40 minutos, ao
invés dos 60 minutos empregados neste trabalho, para uma hidrélise eficaz do suco de lima
acida convencional.
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Foram realizados 0s mesmos tratamentos submetidos ao suco de lima &cida
convencional, no suco organico biodinamico (Figura 9).

Assim como no suco convencional, o tratamento com 0,3% de Citrozym cloudy®,
incubada por 60 minutos (LBC 0,3/60) foi o que proporcionou a maior reducdo do tamanho
de particulas, tornando a maior parte destas menores do que 200 pum. Ao se adotar a
concentracdo e o tempo intermediarios (LBC 0,2/40) a eficiéncia da hidrolise manteve-se
intermediéria; nem tdo acentuada quanto no LCB 0,3/60, nem tdo branda quanto nos demais
tratamentos. Estes tratamentos (LBC 0,07/20; LBC 0,07/60; LBC 0,3/20) acarretaram uma
reducdo muito discreta no tamanho das particulas, e portanto, similarmente ao que ocorre com
0 suco convencional, ndo se apresentam como condic¢des de hidrolise eficazes.

Portanto, pode-se concluir que a utilizacdo de 0,3% Citrozym cloudy® por 60 minutos
é o tratamento mais adequado para a reducdo do tamanho de particulas a dimensGes menores
do que 200 um, no suco de lima &cida biodindmica.
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Figura 9. Volume de distribuigdo do tamanho de particulas do suco de lima &cida organica
biodinamica hidrolisado com Citrozym cloudy® 100 L. LB: suco integral; LBC 0,2/40: suco
hidrolisado com 0,2% de enzima por 40 minutos; LBC 0,07/20: suco hidrolisado com 0,07%
de enzima por 20 minutos; LBC 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60
minutos; LBC 0,3/20: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 20 minutos e, LBC 0,3/60:
suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos.
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3.4.2.2. Acucares

As concentracOes de frutose, glicose e sacarose encontradas para cada tratamento de
hidrélise com a enzima Citrozym cloudy® 100 L, nos grupos LC e LB, estdo representadas
nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Nas amostras do grupo LC observou-se que nenhum dos tratamentos alterou as
concentracfes de frutose, que variaram de 0,89 a 0,97 g/100g, ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos. O mesmo ocorreu em relacdo a sacarose, cujo teores
variaram de 0 a 0,06 g/100g. Entretanto, as concentracdes de glicose foram significativamente
reduzidas quando aplicada a hidrolise com maior concentragdo enzimatica e maior tempo de
incubacdo (0,3/60); passando de 0,87 g/100g, no suco integral, para 0,78 no hidrolisado.

Tabela 6. Frutose, glicose e sacarose em suco de lima &cida convencional hidrolisado com Citrozym
cloudy® 100 L.

Tratamento Frutose (g/100g) Glicose (g/100g) Sacarose (g/1009)
0,07 /60 0,965 + 0,0354 0,915 + 0,0919 0,055 +0,0778
0,07/20 0,950 + 0,0141 0,810 £ 0,0424 0,035 + 0,0495

0,3/60 0,890 + 0,0141 0,775 £ 0,0071 ND
0,3/20 0,965 + 0,0495 0,895 + 0,0212 ND
0,2/40 0,895 + 0,1061 0,810 + 0,0566 0,055 + 0,0778

*0,07720: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. 0,3/20: suco hidrolisado com

0,3% de enzima por 20 minutos. 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos. 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por 20 minutos.

Quando o processo de hidrélise foi aplicado ao suco organico biodindmico (LB), os
teores de frutose, glicose e sacarose nao foram alterados. As concentracfes de frutose
estiveram em torno de 0,58 a 0,63 g/100g, as de glicose entre 0,40 a 0,52 g/100g e as de
sacarose variaram entre 0,08 e 0,13 g/100g.

Tabela 7. Frutose, glicose e sacarose em suco de lima acida organica biodinamica hidrolisado com
Citrozym cloudy® 100 L.

Tratamento Frutose (g/1009) Glicose (g/100g) Sacarose (g/1009)
0,07 /60 0,615 + 0,0212 0,400 £ 0,0707 0,130 + 0,0707
0,07/20 0,600 + 0,0707 0,405 + 0,0636 0,110 + 0,0000

0,3/60 0,630 + 0,0849 0,520 + 0,0566 0,105 + 0,0212
0,3/20 0,580 + 0,0000 0,520 + 0,0283 0,080 +0,0141
0,2/40 0,600 + 0,0000 0,420 + 0,0566 0,110 +£0,0141

*0,07720: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. 0,3/20: suco hidrolisado com

0,3% de enzima por 20 minutos. 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos. 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por 20 minutos.

Desta forma, observou-se que o0 Unico tratamento que acarretou uma alteracdo no teor
de acUcares foi, justamente, aquele de maior eficdcia na reducdo do tamanho de particulas
(LCC 0,3/60). Cabe ressaltar que esta alteracédo, a reducdo da concentracdo de glicose, ocorreu
apenas no suco convencional, ou seja, naquele cujo teor de glicose era inicialmente mais
elevado.

3.4.3. Hidrdlise com Citrozym ultra® L
3.4.3.1. Tamanho de particulas

Os resultados obtidos para os tratamentos realizados com a enzima Citrozym ultra® L,
no grupo LC, estdo descritos na Figura 10.
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Figura 10. Volume de distribuicdo do tamanho de particulas do suco de lima &cida convencional
hidrolisado com Citrozym ultra® L. LC: suco integral. LCU 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de
enzima por 20 minutos. LCU 0,07/20: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. LCU
0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. LCU 0,3/20: suco hidrolisado com
0,3% de enzima por 20 minutos. LCU 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos.

Em relagdo a utilizagdo da Citrozym ultra®, constatou-se que o tratamento de tempo e
concentracdo intermediarios (LCU 0,2/40) foi o que proporcionou melhores condicBes de
hidrélise. Neste caso, a maior concentracdo de particulas esteve em torno de 200 um.

Cabe ressaltar que esta preparacdo enzimatica é apropriada para a clarificacao de sucos
de limdo e lima, tornando-os limpidos (NOVOZYMES, 2007a; NOVOZYMES, 2005). Foi
observado que, os sucos hidrolisados com Citrozym ultra®, apresentavam uma aparéncia
mais limpida do que os demais. Em contrapartida, apresentavam um precipitado flocoso, de
dimensGes visivelmente maiores do que os sucos hidrolisados com Citrozym cloudy® ou
Pectinex®. Esta observagdo vai de encontro com o que foi reportado por LEE, et al. (2006).
Os autores descrevem que a pectinase hidrolisa a pectina, levando a floculagdo de complexos
pectina-proteina, resultando em sucos com reduzido teor de macromoléculas. Desta forma, a
viscosidade do suco é reduzida, facilitando o processo de clarificacdo subsequente.

Este fendmeno poderia justificar o fato de todos os demais tratamentos apresentarem
uma concentracdo alta de particulas maiores de que 800 um. Desta forma, seria necessario
avaliar a reducdo da viscosidade do suco, associada ao tamanho de particulas, para se ter
certeza se ndo houve uma hidrdlise eficaz, ou se houve uma agregacdo das particulas
hidrolisadas.
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Na Figura 11, pode-se observar os resultados da hidrolise realizada no suco LB, com a
enzima Citrozym ultra®.

igura 11. Volume de distribuicdo do tamanho de particulas do suco de lima &cida orgénica
iodindmica hidrolisado com Citrozym ultra® L. LC: suco integral. LBU 0,2/40: suco hidrolisado com
,2% de enzima por 20 minutos. LBU 0,07/20: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20
inutos. LBU 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. LBU 0,3/20: suco
idrolisado com 0,3% de enzima por 20 minutos. LBU 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima
or 60 minutos.

Os resultados obtidos para a hidrolise do suco LB foram similares aqueles observados
0 suco LC, com excecdo da condicdo LBU 0,2/40. Neste caso, observou-se que no suco

m pico. Este pico ind



3.4.3.2. Acucares

As concentracOes de frutose, glicose e sacarose encontradas para cada tratamento de
hidrolise com a enzima Citrozym ultra® L, nos grupos LC e LB, estdo representadas nas
Tabelas 8 e 9, respectivamente.

De maneira semelhante a enzima descrita acima, a Citrozym ultra® também néo
promoveu alteracdes nas concentragdes de frutose e sacarose, em ambos 0s grupos. Assim, no
grupo LC, os teores de frutose e sacarose foram de 0,88 a 0,98 g/100g e de 0 a 0,05 g/100g,
respectivamente. No grupo LB, este valores variaram de 0,57 a 0,66 g/100g para frutose e de
0,10 a 0,15 g/100g para sacarose.

Tabela 8. Frutose, glicose e sacarose em suco de lima &cida convencional hidrolisado com Citrozym
ultra® L.

Tratamento Frutose (g/100g) Glicose (g/100g) Sacarose (g/1009)
0,07 /60 0,880 + 0,0283 0,850 + 0,0566 ND
0,07/20 0,975 + 0,0212 0,845 + 0,0071 ND

0,3/60 0,935 + 0,0212 0,750 £ 0,1273 ND
0,3/20 0,885 + 0,0495 0,790 + 0,0424 0,045 + 0,0636
0,2/40 0,940 + 0,0283 1,000 £ 0,0141 ND

*0,07720: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. 0,3/20: suco hidrolisado com

0,3% de enzima por 20 minutos. 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos. 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por 20 minutos.

Com relacéo a glicose, apenas o tratamento de concentracdo e tempo intermediarios
(0,2/40), no grupo LC, promoveu o aumento dos teores deste acucar de 0,87 (no suco integral)
para 1,00 g/100g. No grupo LB, a glicose permaneceu em concentragdes semelhantes as
iniciais, variando de 0,43 a 0,49 g/100g.

Novamente, a condi¢do de hidrélise que alterou o teor de acucares, foi aquela
considerada ideal para a reducdo do tamanho de particulas, e ocorreu apenas no suco
convencional. Entretanto, em oposi¢do ao ocorrido com a utilizacdo da Citrozym cloudy®, a
concentracdo de glicose foi aumentada com a Citrozym ultra®, e ndo reduzida. Considerando-
se que ambas as prepara¢fes enzimaticas continham pectinases, hemicelulases e celulases,
pode-se supor que alteracbes de caracteristicas fisicas e quimicas da solucdo podem ter
influenciado na disponibilidade da glicose no meio. Desta forma, o suco hidrolisado com
Citrozym ultra®, de aspecto mais limpido, teria uma concentracdo maior de glicose em
solucdo. Em contrapartida, no suco hidrolisado com Citrozym cloudy®, cujas particulas em
suspensdo estavam mais homogéneas, poderia haver mais moléculas de glicose retidas nestas
particulas, tornando mais dificil sua deteccéo.

Tabela 9. Frutose, glicose e sacarose em suco de lima acida organica biodinamica hidrolisado com
Citrozym ultra® L.

Tratamento Frutose (g/100g) Glicose (g/100g) Sacarose (g/1009)
0,07 /60 0,660 + 0,1273 0,490 £ 0,0424 0,100 + 0,0141
0,07/20 0,615 + 0,0071 0,425 £ 0,0212 0,150 + 0,0141

0,3/60 0,615 + 0,0636 0,435 + 0,0495 0,140 + 0,0000
0,3/20 0,600 + 0,0424 0,425 + 0,0212 0,135+ 0,0212
0,2/40 0,565 + 0,0071 0,485 + 0,212 0,100 + 0,0141

*0,07720: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. 0,07/60: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. 0,3/20: suco hidrolisado com

0,3% de enzima por 20 minutos. 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos. 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por 20 minutos.

47



3.4.4. Hidrdlise com Pectinex®
3.4.4.1. Tamanho de particulas

Os resultados obtidos na hidrélise do suco LC com a enzima Pectinex® podem ser
observados na Figura 12.
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Figura 12. Volume de distribuicdo do tamanho de particulas do suco de lima &cida convencional
hidrolisado com Pectinex®. LC: suco integral. LCP 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por
20 minutos. LCP 0,07/20: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. LCP 0,07/60: suco
hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. LCP 0,3/20: suco hidrolisado com 0,3% de enzima
por 20 minutos. LCP 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos.

Novamente as condi¢cbes com 0,2 e 0,3% de enzima, por 40 e 60 minutos,
respectivamente, foram as que proporcionaram uma reducdo do tamanho de particulas mais
acentuada (LCP 0,2/40 e LCP 0,3/60). No tratamento de concentracdo e tempo mais baixos
(LCP 0,07/20) houve uma hidrélise mais acentuada das particulas maiores do que 400 pum.
Por outro lado, quando empregadas condi¢des de extremos; LCP 0,07/60 e LCP 0,3/20; os
resultados sdo muito semelhantes entre si, demonstrando uma hidrélise mais acentuada das
particulas na faixa de 400 e 600 pm.

A enzima Pectinex® 3X L foi utilizada também por SIN et al. (2006), a fim de
estabelecer o tempo de incubacdo, temperatura e concentracao enzimatica, para a hidrdlise de
suco de sapoti (Acharas sapota). Desta maneira, as condi¢cdes Otimas para clarificacdo
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enzimatica foram de 0,1% de enzima a 40°C, por 120 minutos. Observa-se que 0s autores
utilizaram concentracfes enzimaticas mais baixas em relacdo aquelas empregadas no presente
trabalho, porém temperaturas mais altas e tempo de incubacéo duas vezes maior.

Experimento semelhante foi realizado por LIEW ABDULLAH et al. (2007), com
carambola (Carambola averrhoa, L.) utilizando a concentragcéo de 0,1% de Pectinex® Ultra
SP-L incubada a 30°C por 20 minutos, tendo sido eficiente na hidrolise da polpa do fruto.

LEE et al. (2006) utilizaram Pectinex® Ultra SP-L associada a AMG 300L, uma
enzima amilolitica, para hidrolisar polpa de banana (Musa sapientum, cv. Berangan). Os
autores observaram que diferentes condi¢des como, concentracdo enzimatica, temperatura e
tempo de incubacdo, podem alterar, significativamente, a filtrabilidade, a clarificacdo, a
turbidez e a viscosidade da polpa de banana. Provavelmente, estes parametros também séo
alterados no suco de lima acida, a partir da variacdo das condi¢cdes de hidrélise, o que €
esperado e satisfatdrio, tendo em vista a observagdo da visivel alteragdo no perfil do volume
de distribuicdo do tamanho de particulas, nas diferentes condi¢des de hidrolise.

Desta forma, conclui-se que a utilizacdo de 0,2% de Pectinex® por 40 minutos é
suficiente para hidrolisar o suco convencional a particulas menores do que 200 um. Apesar de
o tratamento com 0,3% por 60 minutos ter sido muito eficaz, pode-se observar que houve um
remancente de 2,5% de particulas maiores que 200 um, enquanto que no 0,2/40, houveram
apenar 1% destas particulas.

Os resultados encontrados no suco LB podem ser observados na Figura 13.
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Figura 13. Volume de distribuicdo do tamanho de particulas do suco de lima acida orgéanico



tendendo a zero. Portanto, 0 aumento apresentado no suco LC, por exemplo, foi de 0,04
0/100g para 0,16 g/100g no suco hidrolisado com 0,07% de Pectinex® por 60 minutos. De
forma semelhante, no grupo LB, o teor inicial de sacarose, que era de 0,11 g/100g, passou a
0,19 g/100g nestas mesmas condic¢des de hidrolise.

Mais uma vez, a alteracdo na concentracdo de aglcares ocorreu em uma condicdo de
reducdo expressiva do tamanho de particulas. Neste caso, a condicao de 0,3% por 60 minutos
(LCP 0,3/60 e LBP 0,3/60). Contudo, outras condic¢@es de hidrélise eficazes ndo apresentaram
esta alteracdo no teor de sacarose, como as de 0,2% por 40 minutos (no suco convencional -
LCP 0,2/40) e 0,3% por 20 minutos (no suco biodindmico - LBP 0,3/20).

Tabela 11. Frutose, glicose e sacarose em suco de lima &cida organica biodindmica hidrolisado com
Pectinex®.

Tratamento Frutose (g/1009) Glicose (g/1009) Sacarose (g/1009)
0,07 /60 0,555 + 0,0071 0,465 + 0,0212 0,190 + 0,0141
0,07/20 0,630 + 0,0566 0,505 + 0,0778 0,090 + 0,0000
0,3/60 0,530 + 0,0141 0,550 + 0,0283 0,170 £ 0,0141
0,3/20 0,575 £ 0,0071 0,405 + 0,1202 0,155 + 0,0071
0,2/40 0,550 + 0,0283 0,475 + 0,0495 0,090 + 0,0283

*0,07720: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 20 minutos. 0,07760: suco hidrolisado com 0,07% de enzima por 60 minutos. 0,3/20: suco hidrolisado com

0,3% de enzima por 20 minutos. 0,3/60: suco hidrolisado com 0,3% de enzima por 60 minutos. 0,2/40: suco hidrolisado com 0,2% de enzima por 20 minutos.

Com base nas presentes observacdes pode-se avaliar que dentre as 30 condicdes de
hidrolise testadas (3 enzimas x 5 tratamentos x 2 amostras), apenas seis situacdes
promoveram a alteracdo estatisticamente significativa dos teores de agucares. Destas, apenas
duas ocorreram no suco organico biodindmico: a elevacdo do teor de sacarose com a
aplicacdo de 0,07% ou 0,3% de Pectinex® por 60 minutos. Todas as demais alteragoes
ocorreram no suco de lima &cida convencional: a reducdo do teor de glicose com 0,3% de
Citrozym cloudy® por 60 minutos; a elevacdo do teor de glicose com 0,2 % de Citrozym
ultra® por 40 minutos e; a elevacao do teor de sacarose com 0,07 ou 0,3% de Pectinex® por
60 minutos.

Outro ponto importante é que as enzimas Citrozym cloudy® e Citrozym ultra®,
promoveram alteragfes nas concentragcdes de glicose, enquanto que a Pectinex® alterou
apenas a sacarose. Isto pode ser explicado pelo fato de a Pectinex® néo conter celulases e, por
conseguinte, ndo ter promovido a liberagéo de glicose no meio. Por outro lado, a Citrozym
cloudy®, que possui celulases, acarretou a reducdo, e ndo a aumento do teor de glicose,
quando utilizada em 0,3% por 60 minutos. Possivelmente o comportamento das particulas
presentes no suco tenha influenciado neste fen6meno.

Contrariamente, quando utilizada a Citrozym ultra®, a 0,2% por 40 minutos,
observou-se 0 aumento da concentracdo de glicose. Cabe ressaltar que, além da presenca de
celulases nesta preparacdo enzimatica, o tratamento 0,2/40 foi o de maior eficiéncia na
reducdo do tamanho de particulas (LCU 0,2/40, na Figura 10). Isto pode ter levado a uma
maior exposicdo as celulases e consequentemente a uma liberacdo maior de glicose no meio.

Contudo, a decisdo acerca da condicdo ideal de hidrolise depende da realizacdo de
anélises complementares, como viscosidade, turbidez, caracteristicas sensoriais, por exemplo.
Isto pode ser aplicado, da mesma maneira, nos sucos provenientes tanto de frutos cultivados
por métodos convencionais, quanto para aqueles organicos biodindmicos.
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3.5 CONCLUSOES

Desta forma, conclui-se que para as enzimas Citrozym cloudy® e Pectinex®, as
condic@es ideais de hidrdlise, tendo como base a reducdo do tamanho de particulas, sdo 0,3%
da enzima incubados por 60 minutos, tanto para o suco convencional, quanto para o
biodinamico. Quando utilizada a Citrozym cloudy®, observou-se que esta condi¢do de
hidrolise acarretaria a reducdo da concentracdo de glicose, apenas no suco convencional,
enquanto que nestas mesmas condigdes a Pectinex® levaria a um aumento nos teores de
sacarose, em ambos 0S Sucos.

No caso da Pectinex®, as condi¢cbes de 0,2% por 40 minutos (para 0 Suco
convencional) e 0,3% por 20 minutos (para 0 suco biodindmico) também se mostraram
eficazes na reducdo de tamanho de particulas, sem ocasionarem alteracdes no teor de
acucares.

A Citrozym ultra® pode ser aplicada a ambos os sucos, em condic¢des de 0,2% por 40
minutos, com resultados satisfatorios, acarretando a elevacdo do teor de glicose no suco de
lima &cida convencional.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Pode-se concluir que, a lima acida cultivada em lavouras onde sdo aplicados 0s
principios da agricultura biodindmica, apresenta um potencial interessante para a producao de
suco. Quando comparadas aos frutos provenientes de lavouras convencionais, estas limas
foram semelhantes em relacéo a acidez titulavel total, pH, &cido ascorbico, sacarose, calcio e
zinco. Isto indica que as diferengas empregadas nos dois métodos de producédo; convencional
e organico biodindmico; ndo interfeririam no contetdo destes nutrientes no produto final.

alguns nutrientes mostraram-se mais sensiveis a estas variacgoes,
ncontrando-se em quantidades distintas quando foram comparadas as safras de maio/junho
de 200

encionais. Cabe ressaltar que ambos os frutos sdo provenientes da
mesma
vou-se que as condicOes ideais

para as enzimas Citrozym cloudy® e Pectinex®, tendo como base a reducdo do tamanho de

bservou-se que esta mesma condicdo de hidrolise acarretaria a reducdo da
conc glicose
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