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RESUMO 

 A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é uma enzima microbiana que 

converte o amido em ciclodextrinas (CDs). Estes compostos são moléculas cíclicas, 

formadas por monômeros de D-glicoses unidas por ligações glicosídicas do tipo  

α-1,4. As CDs podem ser uma alternativa para controlar o escurecimento de batatas 

e frutas devido a sua capacidade de formar complexo de inclusão com substratos da 

reação de escurecimento. Alimentos contendo amido, quando adicionados da 

CGTase são também, potencialmente capazes de sofrer a ação da enzima formando 

CD localmente. Esse trabalho teve por finalidade estudar a aplicação direta da 

enzima CGTase em batatas e a aplicação de ciclodextrina comercial em batatas, 

maçãs, bananas e pêras visando controlar as reações de escurecimento enzimático 

ou não enzimático, destes alimentos. A formação de complexos com ciclodextrina foi 

determinada por calorimetria diferencial de varredura (DSC). Este trabalho mostrou 

pela primeira vez que tanto a CGTase produzida por Bacillus clausii E16 quanto a 

CGTase comercial (Toruzyme®, Novozymes), foram capazes de controlar o 

escurecimento químico de batata e enzimático de batata e maçã. A utilização da CD 

mostrou efeito similar a ação das CGTases para batata e maçã, reduzindo dessa 

forma o escurecimento enzimático causado pela enzima polifenoloxidase. Pode-se 

inferir que ocorreu a produção da CD pela ação da CGTase em presença do 

substrato natural (amido de batata e maçã) e por conseqüência sua ação 

complexante junto aos agentes responsáveis pelo escurecimento, inibindo assim a 

efetivação das reações. Essa possível encapsulação foi demonstrada pela análise 

de DSC referente à diminuição do pico da amostra de batata tratada com CGTase. 
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ABSTRACT 

The cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) is a microbial enzyme that 

converts starch to cyclodextrins (CDs). These compounds are cyclical molecules, 

formed by D-glucose monomers linked by α-1,4-glycosidic linkages type. The CDs 

can be an alternative to control the potato and fruits browning due its capacity to form 

complexes of inclusion with substrate of the browning reaction. Foods containing 

starch, when added of the CGTase are also potentially able to the action from the 

enzyme, then forming CD. This work had the purpose to study the direct application 

of the CGTase enzyme in potatoes and the commercial cyclodextrin application in 

potatoes, apples, bananas and pears aiming to control the browning enzymatic or no 

enzymatic reactions of these foods. The cyclodextrin complexes formation was 

determined by differential scanning calorimetry (DSC). This work showed for the first 

time that as the CGTase produced for Bacillus clausii E16 as the commercial 

CGTase (Toruzyme®, Novozymes), were capable to control the chemical browning 

of potato and enzymatic browning of potato and apple. The use of the CD showed to 

similar effect to the action of CGTases for potato and apple, reducing in both the 

enzymatic browning caused by polyphenoloxidase enzyme. It can be concluded that 

the production of CD occurred by CGTase action in presence of the natural substrate 

(starch of potato and apple) and for consequence it’s action to form complexes next 

to the responsible agents for the browning, thus inhibiting effectively the reactions. 

This possible encapsulation was demonstrated by analysis of DSC referring to the 

reduction of the peak of the potato sample treated with CGTase. 
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APRESENTAÇÃO 

Esta dissertação está dividida em três capítulos, os quais serão submetidos à 

publicação. 

Um resumo e uma introdução geral foram introduzidos para mostrar ao leitor a 

importância do trabalho científico. 

O primeiro capítulo consta de uma revisão bibliográfica destacando a 

produção, estrutura e função da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), 

responsável pela formação de moléculas cíclicas, as ciclodextrinas (CDs), a partir da 

hidrólise do amido. Este capítulo também apresenta as reações de escurecimento, 

destacando-se a reação de escurecimento enzimático e não enzimático, envolvendo 

suas estruturas, a importância dessas reações e seus inibidores, assim como a 

atuação da ciclodextrina nas reações de escurecimento enzimático. 

O segundo capítulo consta de estudos relacionados à produção, purificação 

parcial e aplicação da CGTase nas reações de escurecimento enzimático e não 

enzimático de batatas, assim como a ação da ciclodextrina no escurecimento 

enzimático desse tubérculo. 

O terceiro capítulo consta de estudos relacionados à aplicação da CGTase e 

CDs no escurecimento enzimático de maçã, banana e pêra. A seguir foi apresentada 

uma conclusão geral do trabalho. 
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INTRODUÇÃO 

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) é uma enzima 

microbiana que converte o amido em ciclodextrinas por meio da reação de ciclização 

(BENDER, 1986; TONKOVA, 1998). 

As ciclodextrinas (CDs) são maltooligossacarídeos cíclicos não-redutores com 

6 a 13 unidades de glicose (BENDER, 1986; LARSEN et al., 1998) ligadas entre si, 

por ligações glicosídicas α-1,4. As CDs mais comuns são do tipo α-, �- e �-, 

constituídas de seis, sete e oito unidades de glicose, respectivamente. Suas 

cavidades internas são hidrofóbicas, mas externamente são hidrofílicas. Formam 

complexos de inclusão com uma variedade de substâncias, mudando as suas 

características físicas e químicas. Essa propriedade da CD tem levado a um aumento 

na sua aplicação nas indústrias de alimentos, farmacêuticas, cosméticos, produtos 

agroquímicos, plásticos e outras (ALLEGRE; DERATANI, 1994; ALVES-PRADO; 

GOMES; DA SILVA, 2002; BENDER, 1986; PSZCZOLA, 1988; SHUKLA, 1991; 

SZEJTLI, 1982, 1985, 1997). 

A ciclodextrina foi recentemente estudada como uma alternativa para inibir o 

escurecimento de alimentos (SOJO et al. 1999). Os principais grupos de reações de 

escurecimento são conhecidos como reação de escurecimento enzimático (REE) da 

polifenoloxidase (PPO) e reação de escurecimento não enzimático (RENE), causado 

pela reação de Maillard (RM). Outros mecanismos que também levam a 

escurecimento, tais como oxidação da vitamina C, ação de peroxidases e 

caramelização (BOBBIO; BOBBIO, 2001) não serão abordados nesse estudo. 

A principal via de escurecimento enzimático inicia-se com a oxidação de fenóis 

endógenos por ação da enzima PPO na presença de oxigênio formando  

o-quinonas e a subseqüente polimerização destas, formando pigmentos escuros 

denominados melaninas (ÖZO�LU; BAYMDIRH, 2002). 

A mais importante via de escurecimento não enzimático dos alimentos é 

conduzida por meio da reação de Maillard, nesta os grupos aminos de aminoácidos e 

proteínas e açúcares redutores reagem formando pigmentos escuros conhecidos 

como melanoidinas. Recentemente relatou-se a produção de acrilamida em batatas 

fritas e assadas, esse composto foi classificado como provável carcinógeno em 

humanos, causando uma preocupação mundial (FISELIER; GROB; PFEFFERLE, 

2004). 
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O método mais comum para controlar o escurecimento enzimático e não 

enzimático é o uso de sulfito em alguma de suas formas (dióxido de enxofre, 

metabissulfito de sódio ou potássio e bissulfito de sódio ou potássio) (SAPERS, 

1993). No entanto, o sucesso para prevenir o escurecimento de frutas e vegetais é 

ainda um desafio depois da proibição do uso do sulfito e derivados nos E.U.A pelo 

FDA em 1986, por causa dos efeitos adversos à saúde humana. É evidente que isto 

terá efeito mesmo no Brasil onde ainda se utiliza o bissulfito, considerando as 

restrições impostas a produtos importados pelos E.U.A que tenham na sua 

composição o uso desta substância química. 

Recente mudança no estilo de vida tem levado a uma demanda maior pelos 

alimentos naturais e seguros e a uma menor adição química nos alimentos 

processados. Devido a esta restrição tem sido renovado o interesse pela pesquisa por 

agentes naturais antiescurecimento. Com isso as ciclodextrinas naturais podem ser 

uma alternativa. A sua cavidade hidrofóbica é capaz de formar complexos de inclusão 

com uma ampla classe de moléculas orgânicas, incluindo os compostos fenólicos 

(CAI et al., 1990). 

Este trabalho teve por finalidade a abordagem de dois aspectos da utilização 

das CDs em tecnologia de alimentos: a) Estudar a aplicação da enzima CGTase 

diretamente em batatas, visando controlar o escurecimento enzimático e não 

enzimático, como também aplica-la em maçã, banana e pêra propondo controlar o 

escurecimento enzimático. b) Estudar o uso da CD diretamente na inibição do 

escurecimento enzimático de batata, maçã, banana e pêra. 
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CAPÍTULO I 

I.1. REVISÃO DA LITERATURA 

I.1.1. Estrutura do Amido 

O amido é o substrato da CGTase para a formação de CD. Ele é um polímero 

relativamente simples composto de moléculas de glicose de alto peso molecular. 

Encontra-se na forma de substância de reserva em plantas, incluindo sementes, 

frutas, tubérculos e raízes. Ele é formado basicamente por amilose e amilopectina. A 

amilose é uma molécula essencialmente linear, constituída de unidades de glicose  

(�-D-glicopiranosil) unidas entre si por ligações �-1,4 (Figura 1a). A amilopectina é 

formada de centenas de cadeias curtas de �-1,4-glucanas, que são interligadas por 

aproximadamente 5% de ligações �-1,6, formando uma estrutura altamente 

ramificada (Figura 1b) (JOBLING, 2004). 

O amido é um dos polissacarídeos de grande importância para a indústria 

alimentícia, devido as suas características funcionais e qualidade nutricional. Assim, 

têm uma grande aplicação seja diretamente como alimento ou como texturizante, 

estabilizante, ligante, gelatinizante, dentre outras aplicações nas formulações 

alimentares (WHISTER; BEMILLER, 1997). A degradação total do amido se dá 

principalmente, pela ação combinada de enzimas amilolíticas, as quais atuam na 

hidrólise das ligações �-1,4 e �-1,6, especificamente. Exemplos dessas enzimas 

estão ilustradas na Figura 2. 
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Figura 1- Fórmulas estruturais do amido: a) amilose e b) amilopectina. Fonte: JOBLING, 
2004, com modificações. 

I.1.2. CGTase

A utilização de enzimas amilolíticas tem aumentado abundantemente, entre 

essas enzimas, a CGTase vem ganhando grande importância industrial. Elas têm a 

capacidade de modificar o amido, catalisando a hidrólise das ligações glicosídicas e a 

subseqüente reação de transglicosilação intramolecular ou a ciclização dos 

oligossacarídeos (Figura 3A), formando moléculas cíclicas, compostas de ligações 

glicosídicas do tipo α-1,4, denominadas de ciclodextrinas (CDs) (VAN DER VEEN et 

al., 2000). 

A CGTase também catalisa outros dois tipos de reações, descritas a seguir. A 

reação de acoplamento (Figura 3B) é reversa a ciclização, onde o anel de CD é 

clivado e transferido para um substrato receptor linear. A reação de 

desproporcionação (Figura 3C) é uma reação de transferase propriamente dita, onde 

um maltooligossacarídeo é clivado e transferido para um substrato receptor linear. A 

enzima apresenta ainda, uma fraca atividade hidrolítica em presença de amido 

(Figura 3D), maltooligossacarídeos ou CDs (ABELYAN et al., 1995; ALVES-PRADO; 

GOMES; DA SILVA, 2002; BENDER, 1986; BOVETTO et al., 1992; TONKOVA, 1998; 

UITDEHAAG et al., 1999; VAN DER VEEN et al., 2000; WIND et al., 1995). 

Ligação α-1,4

Ligação α-1,6

a

b
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Glucoamilase

�

Oligossacarídeos
ramificados

Oligossacarídeos
lineares

Isoamilase/
Pululanase

Oligossacarídeos
lineares

-dextrina

Maltose

Glicose

-amilase

Ciclodextrina 
Glicosiltransferase

CGTase dextrina limite

-amilase

Figura 2 - A ação das enzimas envolvidas na degradação do amido. (•) Molécula de glicose 
com extremidade redutora; ( ) Molécula de glicose sem a extremidade redutora. As setas 
indicam a preferência pela quebra na molécula de amido. (Reproduzido por WIND, 1997, com 
modificações). 
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Figura 3 - Representação esquemática das reações de transglicosilação catalisadas pela 
CGTase. A) ciclização, B) acoplamento, C) desproporcionação e D) hidrólise. Cada círculo 
representa uma unidade de glicose. Fonte: VAN DER VEEN et al., 2000. 

A produção de CGTase foi inicialmente estudada em fermentação em estado 

sólido. Posteriormente, Kitahata et al. (1974) e Nakamura e Horikoshi (1976a,b) 

propuseram meios líquidos, composto de amido solúvel e caldo de maceração de 

milho, além de extrato de levedura, peptona e sais. Para os microrganismos 

alcalofílicos produtores de CGTases, a presença de sais carbonato como o Na2CO3

no meio é essencial. Apesar dos resultados significativos da produção de CGTase em 

meio sólido, deve-se considerar que a fermentação submersa é a melhor escolha 

principalmente devido às vantagens operacionais. Parâmetros como aeração, 

agitação, temperatura e pH podem ser precisamente controlados e um nível maior de 

esterilidade pode ser mantido. 

A CGTase é produzida por uma variedade de bactérias, sendo detectada 

predominantemente em Bacillus spp (ALVES-PRADO, 2005; SIAN et al., 2005; 

MARTINS; HATTI-KAUL, 2002). (Outros gêneros foram caracterizados como 

produtores da mesma, entre eles o Micrococcus sp ATCC 31606 (STARNES,1990), 

Micrococcus luteus, Micrococcus varians (ABELYAN et al., 1995), Klebsiella 

pneumoniae M5al (BENDER, 1977; VIHINEN; M�NTS�L�, 1989), Klebsiella oxytoca 

19-1 (LEE et al., 1992), Brevibacterium sp n° 9605 (MORI et al., 1994, 1995). 

Na literatura foram propostas numerosas opções para a produção de CDs, a 

partir do amido e os seus processos de purificação foram aprimorando-se



7

(PSZCZOLA, 1988). Em 1969, a Corn Products International Co. produziu �-CD

usando a CGTase de Bacillus macerans. A Teijin Ltd., no Japão, também produziu  

�-CD, usando a mesma enzima em uma planta piloto, mas sérios problemas foram 

encontrados em ambos os processos. A CGTase produzida por Bacillus macerans

não foi adequada para a aplicação industrial, por não ser suficientemente 

termoestável. Deste modo, os rendimentos da produção de CD foram baixos, 20 a 

30% em escala industrial, a partir do amido (HORIKOSHI, 1996). No mesmo ano, 

Horikoshi iniciou, num instituto do governo japonês, um estudo para a produção de 

CD, utilizando a CGTase do Bacillus sp alcalofílico. Em 1977, uma empresa japonesa 

iniciou a produção de CD em escala industrial, sob a denominação de Celdex, 

utilizando o método proposto por Horikoshi com a CGTase do Bacillus sp alcalofílico.

O amido de mandioca foi considerado um dos melhores substratos para 

produção de CD comparado com o de milho e arroz, a partir da CGTase de Bacillus

alcalofílico sp. G1 (SIAN et al., 2005). 

I.1.3. Ciclodextrinas 

As ciclodextrinas foram descobertas por Villiers em 1891, citado por Martin del 

Valle, 2004. Pela utilização de técnicas bacteriológicas rudimentares e, 

provavelmente usando cultura impura, obteve uma pequena quantidade de um 

material cristalino, a partir da hidrólise do amido por Bacillus amylobacter (Clostridium 

butyricum), o qual denominou de “celulosina”, por visualizar semelhanças com a 

celulose. Posteriormente, Schardinger em 1903, citado por Martin del Valle, 2004, 

isolou dois produtos cristalinos, chamados de dextrina A e B sendo que essas não 

apresentavam ação redutora. A bactéria capaz de produzir esses produtos a partir do 

amido não foi conservada, dessa forma, em 1904 ele isolou a linhagem de Bacillus 

macerans, que, quando cultivada na presença de amido, produzia grandes 

quantidades das dextrinas cristalinas (25 a 30%), as quais ele denominou de α e β.

Em 1942 as estruturas α e β-ciclodextrinas foram determinadas por cristalografia de 

raio-x (BUSCHMANN; SCHOLLMEYER, 2002). Somente em 1948 foi reconhecido 

que a ciclodextrina podia formar complexo de inclusão (HIROSE; YAMAMOTO; 

HINOKITOL, 2001). 

As CDs são aprovadas para uso na indústria alimentícia em vários países 

como Bélgica, França, Alemanha, Japão, Holanda, Espanha, África do Sul, Coréia do 

Sul e Hungria. Nos E.U.A é reconhecida como segura pelo Gernerally recognized as 
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safe (GRAS) e é utilizada como transportador de sabores em gelatinas, pudins, café, 

chá e cereal matinal (CYCLOLAB, 2002). As CDs passaram a ser utilizadas no Japão 

a partir dos anos 80 quando iniciou sua produção com propósitos comerciais. O uso 

de CD tem aumentado significativamente ano após ano, e o Japão é o maior 

consumidor do mundo. Aproximadamente 78,8% e 11,5% das CDs são consumidas 

pela indústria de alimentos e cosméticos, respectivamente. Cerca de 3,2% da 

produção de CDs são usadas na indústria química sendo 4,6% destinada à indústria 

farmacêutica e produtos agroquímicos (HASHIMOTO, 2002). 

Atualmente os principais campos de aplicação das CDs, em escala industrial, 

são a encapsulação de substâncias do sabor e aroma e a extração do colesterol de 

leite e gemas de ovos, mas outras aplicações na indústria alimentícia são também 

realizadas. A �-CD é a mais utilizada nos processos industriais cujo preço médio é de 

US$ 5-6/Kg (SZENTE; SZEJTLI, 2004). Outras CDs, ou derivados da mesma, são 

pouco usados devido ao alto custo (ALLEGRE; DERATANI, 1994; SMITH et al., 1995; 

SZEJTLI, 1997). 

O uso de enzimas em processos industriais tem sido amplamente discutido e 

cerca de 2500 reações diferentes, catalisadas por enzimas estão listadas no 

International Union Handbook of Enzyme Nomenclature. Estima-se que 80% das 

enzimas sejam produzidas por fermentação e muitas destas adicionadas em 

detergentes ou utilizadas no processamento de amido e produtos lácteos (AGUIAR, 

2001). 

As estruturas químicas da �-, �- e �-CD são apresentadas na Figura 4a. A 

forma circular da CD é devido à conformação do carbono C1 da unidade de glicose e 

suas ligações glicosídicas. Sua forma ovalada, semelhante a um cone truncado, tem 

um lado com diâmetro maior que é formado pelos grupos hidroxilas secundários (nos 

átomos de C2 e C3) e um lado com diâmetro menor, onde estão situadas as 

hidroxilas primárias (nos átomos de C6), tornando a CD hidrofílica externamente 

(Figura 4b) (PURDY, 1992). 
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A

Figura 4 - Estrutura da α-CD, β-CD e �-CD com seis, sete e oito monômeros de glicose, 
respectivamente. Fonte: A)  ALVES-PRADO et al., 2002. B) Fonte modificada, figura original 
disponivel no site www.cyclodex.com/images/figure2.gif. 

I.1.4. Formação do complexo de inclusão 

A cavidade da ciclodextrina é um espaço apolar, sendo este ocupado pela 

molécula hospedeira (HEDGES, 1998). Os complexos podem ser formados em 

qualquer solução sendo a água o principal solvente de escolha. Em solução aquosa, 

a cavidade fracamente apolar da CD é ocupada por moléculas de água que podem 

ser substituídas por “moléculas hospedes” como o xileno que são menos polares que 

Alfa 
Beta Gama 

Cavidade apolar

Hidroxilas  
secundárias

Hidroxilas 
primárias 

B



10

a água (Figura 5A) (SZEJTLI, 1998). Outro exemplo de complexação é o que ocorre 

entre o ρ-clorofenol e a ciclodextrina, conforme Figura 5B, onde os átomos de 

oxigênio e hidrogênio glicosídicos localizados no interior da molécula interagem com 

os átomos do ρ-clorofenol para formar o complexo de inclusão (CASTILLO; BOYD, 

2005). 

Figura 5 - Representação esquemática da formação do complexo de inclusão da 
ciclodextrina. A) A molécula hospede é o ρ-Xileno e os círculos menores representam as 
moléculas de água. Fonte modificada: SZEJTLI, 1998. B) O ρ-clorofenol no interior da  
α-ciclodextrina, vista frontal e lateral. Fonte modificada: CASTILLO; BOYD, 2005. 

As ligações envolvidas na formação dos complexos são forças de van der 

Waals, interações dipolo-dipolo e/ou pontes de hidrogênio. Essas ligações são fortes 

o suficiente para impedir a separação do complexo mesmo em estado sólido e fracas 

o suficiente para permitir a liberação da molécula encapsulada, quando necessário 

(HEDGES; McBRIDE, 1999). 

B

A

�-CD 
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O complexo de inclusão exerce um efeito intenso nas propriedades  

físico-químicas da molécula hospedeira, dentre essas propriedades encontram-se: o 

aumento da solubilidade da molécula hospedeira, a estabilização da molécula 

hospedeira lábil contra os efeitos de degradação pela oxidação, o controle da 

volatilidade e sublimação e as separações cromatográficas (SCHMID, 1989). 

A encapsulação pode ser analisada por Calorimetria diferencial de varredura 

(DSC). A molécula hospedeira deverá ter ponto de fusão menor que 300°C, visto que 

é a temperatura que a CD se decompõe. Quando a molécula hospedeira é 

encapsulada pela CD não ocorre absorção de energia, no entanto, observa-se um 

aumento na temperatura de fusão, de aproximadamente 10°C (HEDGES, 1998). 

I.1.5. Aplicações das ciclodextrinas em alimentos 

As ciclodextrinas são usadas na indústria alimentícia para proteção dos 

princípios ativos contra o oxigênio, luz, calor e volatilidade, para reduzir odores e 

sabores indesejáveis e para acelerar e estabilizar o processo de emulsão. 

As ciclodextrinas formam complexos de inclusão com uma variedade de 

moléculas incluindo lipídios e componentes do sabor e aroma, assim são usadas na 

remoção do colesterol de produtos como o leite, a manteiga e os ovos. Emulsões 

como a maionese, a margarina ou a manteiga podem ser estabilizadas com a α-CD

(SZEJTLI, 1998; HEDGES, 1998). Chin; Tsain (1995) removeram o colesterol da 

mistura água-toucinho com β-ciclodextrina, onde verificaram que cerca de 90% do 

colesterol foi removido utilizando 5% de β-CD.

Ácidos graxos livres podem ser removidos de gorduras usando CDs, estas 

melhoram as propriedades de fritura, reduz a formação de fumaça, de espuma, de 

escurecimento e depósito de óleos residuais na sua superfície (MUÑOZ-BOTELLA; 

DEL CASTILLO; MARTYN, 1995). 

O ketchup de tomate pode ser estabilizado pela adição de 0,2% de β-CD, este 

não perde a cor com o aquecimento a 100°C por 2 horas, o mesmo não ocorre com o 

controle (KAWASHIMA, 1980). A adição de CD no queijo pode aumentar a retenção 

de água e a vida de prateleira. Em produtos de carne processada a CD melhorou a 

retenção de água e a textura (OTA; TAKEDA, 1981). 

A complexação das CDs com agentes adoçantes como o aspartame estabiliza e 

melhora o seu sabor. Da mesma forma que a complexação com agentes flavorizantes 
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a CD também foi utilizada no clareamento de bebidas alcoólicas como o whisky e a 

cerveja (PARRISH, 1988). Garbow; Likos; Schroeder, 2001, estudaram complexos de 

inclusão da β-CD com adoçantes aspartame e neotame, verificaram que a solução 

com concentração de 5:1 de β-CD:aspartame, apresentou um aumento de 42% na 

sua estabilidade, comparado a uma solução sem β-CD. 

Os grãos de soja têm um sabor adstringente e um peculiar cheiro de grama, que 

parece ser resultante de componentes como compostos carbonil e álcoois alifáticos. A 

adição de CD na pasta de soja na manufatura de seus produtos, forma complexos 

com os componentes citados anteriormente, resultando em produtos alimentícios 

deodorizados (SAKAKIBARA, 1985 citado por SZEJTLI; SZENTE, 2005). 

O arroz quando armazenado por mais de um ano adquire “off-flavour” 

indesejável, que pode ser eliminado pelo seu cozimento na presença de 0,01-0,4% de  

β-CD (TAKEDA, 1980). No mesmo sentido, grãos de arroz ou a água utilizada no seu 

cozimento quando tratada com aditivos constituídos de glucana-�-lactona ou ácidos 

não voláteis (ácido carboxílico) e agentes que mascaram o odor, como a CD 

apresentaram uma boa textura, sabor e aroma agradável (SATAKE; SATAKE; 

HOSAKA, 1991).

Hidrolisado de caseína do leite é uma fonte de proteína facilmente digestiva, 

mas seu sabor amargo é um grande problema. A adição de 10% de β-CD no 

hidrolisado pode eliminar seu sabor amargo (SUZUKI, 1975). 

A gelatinização é uma importante característica do amido. A β-CD modifica 

consideravelmente a gelatinização da farinha de trigo. A presença de 1,5 % de β-CD 

aumentou o poder de inchamento e a solubilidade dos grânulos de amido de trigo, 

enquanto que a viscosidade da pasta aumentou cerca de quatro vezes (KIM; HILL, 

1984). Similarmente, as CDs foram adicionadas em farinhas no preparo de diferentes 

produtos alimentícios, tais como, macarrão, pizza e bolo de arroz para conferir melhor

elasticidade e a flexibilidade da massa (FUJISHIMA et al., 2001). 

Em trabalho mais recente, Cucolo (2004) empregou CGTase em massas de 

pães, mostrou que a tonalidade da cor do pão na presença de CGTase foi mais clara 

que o controle. Isto poderia ser resultante da ação de desproporcionação da CGTase 

que apresentou menor teor de açúcar redutor, conseqüentemente menor 

escurecimento devido à reação de Maillard. Por outro lado, também poderia ser por 
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causa da complexação da CD formada com reagentes da reação de Maillard com a 

subseqüente redução na intensidade desta reação. 

I.1.6. Reações de escurecimento em alimentos 

As reações de escurecimento são um dos mais importantes fenômenos que 

ocorrem durante o processamento e armazenamento dos alimentos. Representam 

uma importante área de pesquisa tanto pelas implicações na estabilidade e na 

tecnologia de alimentos, como também na nutrição e na saúde. Os principais grupos 

de reações de escurecimento são conhecidos como escurecimento enzimático (REE) 

da polifenoloxidase (PPO) e escurecimento não enzimático (RENE) da reação de 

Maillard (RM). 

I.1.6.1. Reação de escurecimento enzimático 

O escurecimento enzimático, com poucas exceções (café, coco, figos pretos e 

chá), é considerado um problema, que diminui a qualidade das frutas e suas 

características nutricionais (MARQUÉS; FLEURIET; MACHEIX, 1995). As reações 

oxidativas deste processo, independentemente de sua causa (amassamento, 

ferimento e ação de microrganismo, etc), envolve o contato entre as enzimas 

oxidativas e vários compostos fenólicos. A principal enzima envolvida neste processo 

é a polifenoloxidase (PPO), que utiliza o oxigênio molecular na catálise de  

o-hidroxilação de monofenol para o-difenóis (atividade da monofenolase) e, 

posteriormente, a oxidação do difenol (atividade de difenolase) em o-quinona. Essas 

o-quinonas se polimerizam e/ou reagem com aminoácidos endógenos e proteínas 

formando pigmentos marrons complexos denominados melaninas (Figura 6). 
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Figura 6 - Esquema do escurecimento enzimático da PPO. Fonte modificada: McEVILY; 
IYENGAR; OTWELL, 1992.  

A enzima localiza-se nos plastídios das células vegetais e os substratos 

fenólicos estão armazenados nos vacúolos. Esta separação física previne qualquer 

oxidação dos fenóis sem danificar o tecido vivo. A separação pode ser rompida como

resultado de danos à célula durante a colheita (não intencional) ou o processamento 

(intencional), com isso a oxidação dos fenóis por meio da PPO se inicia (BUSCH, 

1999). 

Os fatores mais importantes no aumento do escurecimento provocado por esta 

enzima são a concentração de compostos fenólicos, o pH, a temperatura e o oxigênio 

disponível no tecido (LAURITA; KERVINEN; AHVENAINEN, 1998). A escolha do 

cultivar tem demonstrado efeito no potencial de controle de escurecimento de batatas 
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minimamente processadas, uma vez que diferentes cultivares têm diferentes 

composições químicas. 

Em tubérculos como batatas, os compostos fenólicos estão principalmente 

distribuídos nos tecidos entre o córtex e a pele. Na verdade, cerca de 50% dos 

compostos fenólicos estão localizados na pele e tecidos adjacentes, enquanto que os 

outros 50% estão no centro do tubérculo (FRIEDMAN, 1997a). 

Os nutrientes mais importantes presentes em batatas são os carboidratos, 

como o amido e açúcar, ácidos orgânicos e fenóis, como o ácido clorogênico. A 

concentração de ácido clorogênico representa cerca de 90% do total de compostos 

fenólicos em batatas (BELL, 1980; FRIEDMAN, 1997b; MONDY; GOSSELIN, 1988). 

A comercialização de frutas recém-cortadas, como as maçãs, é fortemente 

influenciada pela mudança de cor devido às reações enzimáticas dos compostos 

fenólicos com a ativação endógena da PPO e a difusão do oxigênio atmosférico pelo 

tecido (PEREZ-GAGO; SERRA; DEL RIO, 2006). 

As pêras são particularmente propensas ao escurecimento enzimático e seu 

uso é muito restrito em produtos processados como o suco ou purê. O grau de 

envolvimento das peroxidases no escurecimento enzimático permanece duvidoso, 

especialmente por causa da maior afinidade da PPO com os substratos naturais e o 

baixo nível de peróxido de hidrogênio em frutas (RICHARD-FORGET; GAUILLARD, 

1997). 

I.1.6.2. Reação de Maillard ou escurecimento não enzimático 

A reação de Maillard é uma reação química entre os grupos aminos de 

aminoácidos, proteínas e açúcares redutores conforme Figura 7, é muito significativa 

na indústria alimentícia, uma vez que afeta fortemente a qualidade dos alimentos. É 

um dos fenômenos químicos mais estudados, além de induzir o escurecimento dos 

alimentos, afeta a qualidade nutricional e o “flavour” e pode apresentar implicações 

toxicológicas tais como a formação de acrilamida. A reação de Maillard é dividida em 

três estágios: inicial, intermediário e final. O primeiro estágio inicia-se com a 

condensação entre o grupo amino e um açúcar redutor, levando a cetose amina 

(1-desoxi-1-glicino-D-frutose) numa seqüência denominada rearranjo de Amadori no 

caso de ser uma aldose o açúcar redutor (ou rearranjo de Heyns no caso em que o 

açúcar redutor é uma cetose levando a uma aldose amina (2-desoxi-2-glicino-D-

glucose). O estágio intermediário inicia-se com os produtos de Amadori/Heyns, 



16

levando a produtos de fragmentação de açúcar e a liberação do grupo amino. No 

estágio final ocorre reações de fragmentação, ciclização e polimerização em que o 

grupo amino novamente participa (VAN BOEKEL, 2006). 

As melanoidinas podem ser detectadas em alimentos e materiais biológicos, 

destacando sua importância para a ciência de alimentos e também para os estudos 

fisiológicos e médicos, no entanto pouco se sabe sobre sua estrutura e propriedades 

químicas (C�MMERER; KROH, 1995). 

A reação de Maillard poderá ser afetada por fatores intrínsecos dos alimentos. 

Alguns dos mais importantes parâmetros que a podem afetar são a natureza química, 

a concentração dos reagentes, o pH, a atividade de água, a temperatura e o tempo 

de aquecimento dos processos (ASHOOR; ZENT, 1984; BARBANTI; MASTROCOLA;

LERICE, 1990; BUERA et al., 1987; EICHNER; CINER-DORUK, 1981; LERICE et al., 

1990; LINGENERT, 1990; NICOLI; ANESE; LERICE, 1993). 

1-Amino-1-desoxi-2-cetose (1,2-forma enol)

Reação de Mailard

+ H2O

CO2

Ácido
Alta T +alfa-aminoacidos

+composto
amino

+composto
amino

-composto
amino +

+composto
amino

+composto
amino

Melanoidinas (Polímeros nitrogenados marrons e copolímeros)

Com ou sem
composto amino

Aldose açúcar + Compos amino

Rearranjo de Amadori

-2H +2H

Base de Shciff
do HMF ou Furfural

HMF ou Furfural

Aldiminas

Degradação
de Strecker

Produtos de fissão
(Acetol, piruvaldeido, diacetil etc.)

Aldeídos

Aldois e polímeros
N-livres

AldiminasAldiminas ou cetiminas

Glicosilamina N-substituída

DesidroredutonasH2O+

Básico

Redutoras

H2O-2

Figura 7 - Reação de Maillard. Fonte modificada: Hodge, 1953. 
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I.1.6.2.1. Formação de acrilamida 

A Acrilamida nos alimentos é em grande parte derivada de reações induzidas 

pelo aquecimento entre o grupo amino de proteínas e aminoácidos livres, como a 

asparagina e o grupo aldeído de açúcares como a glicose durante a fritura e o 

assado. Com base em numerosos estudos, a Agência Internacional de Pesquisa de 

Câncer classificou acrilamida como “provável carcinógeno em humanos”. Por isso há 

uma enorme preocupação pelo grande consumo de produtos de batatas assadas e 

fritas (FISELIER; GROB; PFEFFERLE, 2004). Os autores verificaram que o 

escurecimento pode causar um aumento no nível de acrilamida durante o 

processamento de croquetes de batatas fritas e assadas e quanto maior for o 

escurecimento maior será o conteúdo de acrilamida. 

Becalski et al. (2003) analisaram duas hipóteses para a formação de acrilamida 

as quais estão ilustradas na Figura 8. Na primeira hipótese a acrilamida poderá ser 

formada por óleos e compostos nitrogenados presentes nos alimentos. O esquema 

mais plausível poderá ser a formação de acroleína ocasionada pela degradação 

térmica do glicerol (UMANO; SHIBAMOTO, 1987), a oxidação de acroleína para ácido 

acrílico e finalmente reações do ácido acrílico com amônia, que potencialmente 

poderá ser formado pela pirólise de compostos nitrogenados ocasionando a formação 

de acrilamida. Na segunda hipótese a acrilamida poderá ser formada sozinha, por 

rearranjo dos compostos nitrogenados presentes nos alimentos. 
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Figura 8 - Possíveis caminhos de formação da acrilamida. Fonte modificada: Becalski et al., 
2003.

I.1.7. Escurecimento no processamento de alimentos 

I.1.7.1. Operações iniciais: descascamento e corte

Quando submetidas às etapas de descasque e corte, as frutas e hortaliças 

sofrem um processo de escurecimento, oriundo das reações catalisadas por enzimas, 

sendo as mais importantes a polifenoloxidase e a peroxidase. Essas reações ocorrem 

no tecido vegetal quando há ruptura das células e a reação não é controlada, muito 

embora, no tecido intacto de frutas e hortaliças, possa também ocorrer o 

escurecimento (ARAÚJO, 1999). 

I.1.7.2. Fritura, desidratação e secagem 

A fritura é uma operação que causa mudanças características de odor, sabor, 

cor e textura de grande conseqüência sobre a aceitabilidade sensorial. Estas 

mudanças podem tornar os alimentos mais atraentes para o consumo (O’ DONNELL, 

1995). 
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O ato de fritar um alimento como, por exemplo, a batata que contém água 

intrínseca acelera reações que exercem um efeito deteriorativo sobre o óleo aquecido 

(rancificação) e também o escurecimento do alimento devido à reação de Maillard, 

dentre outras (PERKINS; AKKEREN, 1965). 

A secagem é um fenômeno complexo envolvendo aquecimento combinado 

com a transferência de massa e em muitos casos resultando em produtos com 

propriedades modificadas. Dependendo das condições de secagem, os produtos 

alimentícios podem sofrer vários graus de escurecimento (HAWLADER; PERERA; 

TIAN, 2006). Além disso, o escurecimento poderá continuar, embora lentamente 

durante o armazenamento dos produtos secos, limitando desse modo, a vida de 

prateleira. A desidratação é a secagem produzida artificialmente em condições de 

temperatura, umidade e corrente de ar rigorosamente controlada. Na desidratação de 

frutas, ocorre menor perda de açúcar em relação à secagem natural, ocasionada pela 

contínua respiração tecidual e pela fermentação que ocorre (EVANGELISTA, 1989). 

Jayaraman; Das Gupta (1995) constataram mudanças na coloração de frutas e 

vegetais depois de submetidos à secagem. Esses autores observaram a destruição 

do pigmento natural durante a desidratação por meio de reações não enzimáticas. 

Verificaram que a adição de sulfito durante o início da secagem foi efetiva no controle 

do escurecimento. 

I.1.8. Inibidores das reações de escurecimento 

A prevenção ou a inibição do escurecimento enzimático é uma das principais 

preocupações da indústria de alimentos em todo o mundo e trabalhos têm sido 

realizados para eliminar algum dos fatores essenciais da reação, como o oxigênio, a 

enzima, o cobre ou polifenóis (RICHARDSON; HYSLOP, 1985 citado por SOJO et al., 

1999). Os inibidores apresentam três diferentes modos de ação, primeiro, a inibição 

direta da PPO, segundo, a redução química da o-quinona em compostos o-difenólicos 

e por último a modificação química ou a remoção dos substratos fenólicos da PPO 

(PILIŽOTA; ŠUBARI�, 1998). 

A enzima (PPO) é relativamente lábil ao calor e também pode ser inibida por 

ácidos, sulfitos, agentes quelantes e agentes redutores como o ácido ascórbico. A

resistência da PPO ao calor depende do tipo de alimento. Essa enzima é 

relativamente sensível a temperatura maior que 50°C e a escolha do tempo 
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apropriado de tratamento permite uma diminuição na sua atividade, no entanto, ela é 

completamente destruída a 80°C (VAMOS-VIGYAZÓ, 1981). 

O método mais comum para controlar as reações de escurecimento enzimático 

(REE) e não enzimático (RENE) é o uso de sulfito em algumas de suas formas 

(dióxido de enxofre, metabissulfito de sódio ou potássio e bissulfito de sódio ou 

potássio) (SAPERS, 1993). 

Em diversos estudos os sulfitos foram considerados agentes 

antiescurecimento, assim como os agentes redutores (ácido ascórbico, glutationa,  

L-cisteína), os agentes quelantes (fosfatos, ácido etilenodiaminoacético (EDTA), 

ácidos orgânicos), os agentes acidulantes (ácido cítrico, ácido fosfórico) e agentes 

complexantes (ciclodextrinas) (LABUZA; LILLEMO; TAOUKIS, 1992; LAMBRECHT, 

1995; MARTINEZ; WHITAKER, 1995; McEVILY; IYENGAR; OTWELL, 1992; 

MOLNAR-PERL; FRIEDMAN, 1990a, 1990b; MONSALVE-GONZALEZ et al., 1993; 

MOON; SON; LEE, 1999; NICOLAS et al., 1994; VAMOS-VIGYAZO, 1995; WALKER, 

1995). 

Os sulfitos são econômicos e podem controlar as REE e RENE funcionando 

como agentes antimicrobianos, branqueadores, agentes redutores e antioxidantes 

(LAMBRECHT, 1995). Embora os sulfitos sejam muito efetivos nas REE e RENE 

existem vários fatores negativos associados com o seu uso nos alimentos e bebidas. 

Os sulfitos são conhecidos por causar diversos efeitos na saúde, especialmente em 

certos indivíduos sensíveis como os asmáticos dependentes de esteróides. Em casos 

mais extremos poderão ocorrer reações anafiláticas e até mesmo a morte, devido ao 

consumo de alimentos tratados com sulfitos (TAYLOR, 1986). 

Por causa dos efeitos adversos à saúde o FDA (E.U.A) em 1986 proibiu o uso 

de sulfito em frutas e vegetais para o consumo humano. Certos compostos químicos 

como os ácidos antioxidantes (cítrico e málico) e agentes redutores (ácido ascórbico, 

sozinho ou em combinação) estão sendo usados (FAYAD et al., 1997). No entanto, a 

recente mudança no estilo de vida tem levado a uma demanda maior pelos alimentos 

naturais e seguros e a uma menor adição química nos alimentos processados. A esse 

respeito, tem sido renovado o interesse pela pesquisa por agentes naturais 

antiescurecimento (SOJO et al., 1999). 

Entre os agentes mais promissores estão as ciclodextrinas (CDs). A sua 

cavidade hidrofóbica é capaz de formar complexos de inclusão com uma ampla 

classe de moléculas orgânicas, incluindo alguns polifenóis (CAI et al., 1990). Essas 
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moléculas foram propostas como agentes no controle do escurecimento enzimático 

de produtos de maçãs causado pela PPO (SAPERS; HICKS, 1989; BACHEM et al., 

1994; CROUZET et al., 1991; BILLAUD et al., 1995; FAYAD et al., 1997) e seu uso na 

prevenção do escurecimento foi patenteado (HICKS; SAPERS; SEIB, 1990). A  �-CD 

mostrou que inibe o escurecimento enzimático de suco de maçã (SAPERS; HICKS, 

1989; CROUZET et al., 1991). Os autores propuseram que a �-CD forma complexos 

de inclusão com o substrato da polifenoloxidase, desse modo prevenindo a oxidação 

das quinonas e a sua subseqüente polimerização em pigmentos escuros. 

O controle do escurecimento enzimático também foi descrito por Nuñez-

Delicado; Sánchez-Ferrer; Garcia-Carmona (1997), os autores estudaram o efeito do  

2-hidroxipropil-β-ciclodextrina em sinergismo com o ácido ascórbico na oxidação do 

PMC (pentametilcromo-6-ol) causado pela lipoxigenase. Verificaram diminuição da 

atividade enzimática com o aumento na concentração de ciclodextrina, o ácido 

ascórbico por ser um composto hidrofílico não pode ser incluído na cavidade da 

ciclodextrina, provavelmente essa diminuição ocorreu devido a complexação do PMC 

na cavidade hidrofóbica da CD. 

Sojo et al. (1999) avaliaram-se o efeito da ciclodextrina na redução de 

oxidação enzimática dos fenóis da polpa de banana. Esse trabalho mostrou pela 

primeira vez que as ciclodextrinas ao contrário do que geralmente se supunha, ou 

seja que elas somente agiam como inibidores, mostrou também que elas podem 

ativar o escurecimento em extratos de frutas cruas. Assim a CD, apresentou dois 

efeitos, um ativador e outro inibidor do escurecimento, conforme o produto utilizado. 

Quando se usou o fenol hidrofóbico como o tert-butilcatecol (TBC) observou-se uma 

acentuada inibição tanto com o derivado �-hidroxipropil-CD quanto com o 

maltosil �-CD. Essa inibição foi ocasionada pela complexação do TBC com o centro 

da ciclodextrina, demonstrando que a PPO da polpa de banana reagia somente com 

o substrato livre e não com o complexo TBC-CDs. O aumento das concentrações de 

CDs na presença de dois inibidores da PPO (4-iodofenol e o ácido cinâmico) foi capaz 

de reativar a enzima, antes inibida, para alcançar o nível não inibido (ausência do 

inibidor). Isto ocorreu pela complexação dos inibidores com o centro hidrofóbico da 

ciclodextrina, impedindo sua ação inibidora. 

A β-ciclodextrina não foi efetiva no suco de maçã em concentrações de  

0,3-1,8 mM. Observou-se o escurecimento gradual de suco de maçã nas 

concentrações testadas indicando que não houve a formação completa do complexo. 
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Se a concentração for aumentada a eficiência poderá ser maior, embora isso possa 

causar menos “flavour”, por causa da complexação de seus compostos e devido à 

falta da especificidade da formação de complexos (ÖZOGLU; BAYMDIRHI, 2002).

SAPERS et al. (1989) verificaram que a combinação de β-CD com o ácido 

ascórbico 2-fosfato (AAP) ou ascorbil palmitato (AP) foi significativamente mais efetiva 

como inibidor do escurecimento em suco de maçã comparado com a β-CD e ácido 

ascórbico (AA). A ação da β-CD com o AAP foi mais efetiva do que o cinamato de 

sódio (CINN) com o AAP. A β-CD e combinações dessa com o AA ou seus derivados 

apresentaram efeitos promissores na inibição do escurecimento em suco de maçã, 

entretanto, a mesma não foi efetiva em maçãs fatiadas. A capacidade da β-CD de 

inibir o escurecimento enzimático em suco de maçã provavelmente resultou da 

capacidade deste composto de formar complexos de inclusão com o substrato da 

polifenoloxidase prevenindo, dessa forma, a oxidação das quinonas e a sua 

subseqüente polimerização em pigmentos escuros. Irwin et al. (1994) avaliaram que a 

ciclodextrina forma um complexo de inclusão na proporção 1:1 com o substrato da 

PPO (ácido clorogênico) em suco de maçã, protegendo o substrato da oxidação 

enzimática. 

A β-ciclodextrina dissolvida em suco de maçã “Granny Smith” inibiu o 

escurecimento enzimático por mais de uma hora com inibição proporcionalmente à 

concentração de ciclodextrina entre 5,9 e 13,6 mM, entretanto, α- e γ-CDs foram 

menos efetivas. A inibição do escurecimento por β-ciclodextrina foi mais efetiva com a 

adição de ácido ascórbico (1,14 mM) ou de outros derivados ascorbil. Misturas 

contendo maltosil-β-CD, dimaltosil-β-CD e β-CD foram efetivas na concentração de 1 

a 4%, com a adição de ácido difosfato (Sporix TM), ácido ascórbico ou ácido cítrico 

(HICKS; SAPERS; SEIB, 1990). 

A ciclodextrina insolúvel foi empregada em suco de uvas verdes, maçãs 

“Granny Smith”, pêra “Anjou” e aipo. O suco de maçã escureceu significativamente 

em 1 hora, no entanto, na amostra submetida ao tratamento, o escurecimento foi 

prevenido por 82 horas, quando a mesma foi descartada devido ao desenvolvimento 

microbiano. Em suco de pêra o escurecimento ocorreu em aproximadamente 60 

horas. Embora as ciclodextrinas pareçam ser efetivas em retardar o escurecimento, 

existem diversos inconvenientes potenciais para o seu uso, entre esses poderá

ocorrer à diminuição do “flavour” (HICKS et al., 1996). Estes autores também 
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utilizaram as ciclodextrinas solúveis e insolúveis, sozinhas ou em combinação com o 

fosfato orgânico e inorgânico para inibir o escurecimento em suco de maçã, onde 

verificaram que a β-CD inibiu o escurecimento por 2 horas na concentração de 1% 

(8,8 mM), resultados similares foram encontrados com o maltosil-β-CD, entretanto, 

com o aumento na sua concentração a 4% (28 mM), o período de inibição foi maior, 

aproximadamente 6 horas. A combinação de 1% de β-CD com 0,5% de SAPP (ácido 

pirofosfato de sódio) ou SHMP (ácido hexametafosfato de sódio) e com 0,25% de 

ácido difosfato ou ácido fosfórico (PA), proporcionou a inibição do escurecimento por 

mais de 25 horas a temperatura ambiente. Os polifenóis complexados na cavidade da 

ciclodextrina não ficam disponíveis para a enzima por causa do anel da ciclodextrina. 

Os autores propuseram que produto baseado nessa tecnologia poderá representar 

novo conceito em sucos de frutas minimamente processados. 

Billaud et al. (1995) estudaram o efeito da CD na atividade da PPO de maçã, 

utilizaram como substrato fenólico o ácido clorogênico e a (+) catequina. A CD 

diminuiu a atividade da PPO, esse composto provavelmente atuou na complexação 

com o substrato. A adição de β-ciclodextrina poderá resultar em uma maior ou menor 

diminuição de oxigênio consumido pela PPO. Além disso, o equilíbrio entre os 

substratos fenólicos disponíveis poderá ser rapidamente modificado, as CDs podem 

induzir grandes mudanças na cor em solução oxidada. Isso poderá provavelmente 

explicar os efeitos observados por Crouzet et al. (1991) os quais verificaram a inibição 

do escurecimento enzimático em suco de maçã com o uso da CD, que também foi 

dependente da variedade da maçã. 

O HP-β-CD (hidroxipropril-β-ciclodextrina) pode ser considerado melhor inibidor 

do escurecimento enzimático em suco de maçã quando comparado com a  

β-CD, uma vez que a sua solubilidade em água é maior (BILLAUD et al., 1995). Os 

derivados HP-β-CD são prontamente solúveis em água (> 50 g/100 mL a 25ºC), são 

mais estáveis em condições ácidas e na presença da α-amilase do que a β-CD 

(YOSHIDA et al., 1989 citado por BILLAUD et al., 1995). A β-CD tem uma solubilidade 

menor em água (1,85 g/100 mL a 25ºC) comparada com a α- e γ-CD

(14,5 e 23,3 g/ 100 mL, respectivamente). A baixa solubilidade é devida 

principalmente às ligações de hidrogênio intramolecular, vários derivados têm sido 

propostos para aumentar a solubilidade em água (DUCHÊNE; WOUESSIDJEWE, 

1990 citado por BILLAUD et al., 1995; SZEJTLI, 1992). 
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Shaw; Buslig (1986) revelaram que a β-CD foi mais efetiva do que α- ou 

γ-CD removendo a naringina e limonina de suco de toranja. A eficiência da β-CD 

como inibidor do escurecimento depende do equilíbrio entre o substrato livre e o 

complexado e da proporção da formação do complexo. 

É muito ampla a utilização da ciclodextrina, uma vez que a mesma apresenta 

vantagens nas mais diversas áreas da tecnologia de alimentos (TA), resultando na 

melhoria da qualidade referente à cor, sabor, aroma, solubilidade e estabilidade em 

alimentos processados. O alto custo da produção da ciclodextrina é um fator que 

deve ser levado em consideração e que limita seu emprego na TA. Dessa forma, 

pesquisas dirigidas à produção, tanto da CGTase quanto da CD que resultem em 

menor custo, são importantes para viabilizar de maneira econômica o uso de CD em 

escala comercial. 

O sucesso para prevenir o escurecimento de frutas é ainda um desafio depois 

da proibição do uso do bissulfito de sódio. É evidente que isto terá efeito mesmo no 

Brasil onde ainda se utiliza o bissulfito, considerando as restrições impostas a 

produtos importados pelos E.U.A que tenham na sua composição o uso desta 

substância química. Com isso as ciclodextrinas naturais podem ser uma alternativa, 

muito embora sejam necessários estudos complementares para viabilizar sua 

produção em larga escala. As grandes possibilidades de aplicação da CGTase e do 

principal produto obtido de sua ação, as ciclodextrinas, explicam o interesse na 

produção em larga escala. 
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Resumo 

As reações de escurecimento são um dos principais problemas na indústria 

alimentícia. As restrições ao uso do sulfito, impõe a busca por novos agentes  

anti-escurecimento. A enzima CGTase age sobre o amido produzindo ciclodextrinas 

(CDs). As CDs podem ser uma alternativa para controlar o escurecimento de batata 

devido a sua capacidade de formar complexo de inclusão com componentes da 

reação de escurecimento. Este trabalho teve como objetivos empregar a enzima 

CGTase diretamente em batatas, visando controlar o seu escurecimento não 

enzimático. Além disso, avaliou-se o uso da CD diretamente na inibição do 

escurecimento enzimático de batatas. Este trabalho mostrou pela primeira vez que 

tanto a CGTase produzida por Bacillus clausii E16 quanto à enzima comercial 

Toruzyme®, comercializada por Novozymes, foram capazes de controlar o 

escurecimento químico de batata. 

Palavras-chave: CGTase; Ciclodextrina; Reação de Maillard; Fritura; 

Polifenoloxidase.
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Abstract 

The browning reactions are one of the principal problems in the food industry. 

The restrictions on the use of sulfite impose the search for new antibrowning agents.

The enzyme CGTase acts on the starch producing cyclodextrins (CDs). The 

cyclodextrins (CDs) may be an alternative to control the browning of potato due to 

their capacity to form inclusion complex with the components of the browning reaction.

This work had as objectives to use the enzyme CGTase straight in potatoes, aiming to 

control the their non-enzymatic browning. In addition, evaluated the use of the CD 

straight in the inhibition of the enzymatic browning of potatoes. This work showed for 

the first time that both the CGTase produced by Bacillus clausii E16 and commercial 

Toruzyme, commercialized by Novozymes, was able to control the chemical browning 

of potato. 

Keywords: CGTase; Cyclodextrins; Maillard reaction; Frying; Polyphenoloxidase. 

∗ Author to whom correspondence should be adderessed. 

II.1. INTRODUÇÃO  

As ciclodextrinas (CDs) são maltooligossacarídeos cíclicos não-redutores com 

6 a 13 unidades de glicose (BENDER, 1986; KOMTHONG; IGURA; SHIMODA, 2006) 

ligadas entre si, por ligações glicosídicas α-1,4, produzida pela ação da enzima 

ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), uma enzima microbiana que converte o 

amido em ciclodextrina por meio da reação de ciclização (BENDER, 1986; SOJO et 

al., 1999). As CDs mais comuns são do tipo �-, �- e �-, constituídas de seis, sete e 

oito unidades de glicose, respectivamente (SIAN et al., 2005). 

A CD foi recentemente estudada como uma alternativa para inibir o 

escurecimento de alimentos. Os principais grupos de reações de escurecimento são 

conhecidos como reações de escurecimento enzimático (REE) da polifenoloxidase 

(PPO) e reações de escurecimento não enzimático (RENE), causado pela reação de 

Maillard (RM). 

O escurecimento enzimático inicia-se com a oxidação dos fenóis endógenos 

em o-quinona por ação da enzima PPO na presença de oxigênio, formando 

pigmentos escuros denominados melaninas (ÖZOGLU; BAYMDIRH, 2002). 
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A prevenção ou a inibição do escurecimento enzimático é a maior 

preocupação da indústria de alimentos e trabalhos têm sido realizados para eliminar 

alguns dos fatores essenciais da reação, como o oxigênio, a enzima, o cobre ou os 

polifenóis (compostos fenólicos) (SOJO et al., 1999). 

A RM é uma reação química entre os grupos aminos de aminoácidos e 

açúcares redutores formando compostos intermediários que resultam nos pigmentos 

escuros conhecidos como melanoidinas. Recentemente relatou-se a produção de 

acrilamida em batatas fritas e assadas, em conseqüência da RM. Com base em 

numerosos estudos esse composto foi classificado como provável carcinógeno em 

humanos, causando uma preocupação mundial (FISELIER; GROB; PFEFFERLE, 

2004). 

As batatas estão sujeitas tanto ao escurecimento enzimático quanto ao não 

enzimático, sendo assim um importante produto modelo para estudo de controle das 

duas vias de escurecimento em alimentos. 

As batatas (Solanum tuberosum) são consumidas diariamente por milhões de 

pessoas de diversas origens culturais.O consumo de batatas aumentou em 

aproximadamente 80% em todos os países e a produção excedeu os 300 milhões de 

toneladas/ano (CLARK, 2003; GARAYO; MOREIRA, 2002). É a hortaliça de maior 

importância econômica nacional, sendo comercializada quase exclusivamente “in 

natura”. Seu processamento mínimo tem-se revelado uma importante alternativa para 

sua industrialização no Brasil. A cor da batata frita é o resultado seja da falta de 

controle inicial do processo para o escurecimento enzimático, seja da reação de 

Maillard que depende do conteúdo de açúcares redutores e aminoácidos, da 

temperatura e do tempo de fritura (MÁRQUEZ; AÑÓN, 1986). 

Os nutrientes mais importantes presentes em batatas são os carboidratos, 

como o amido e açúcar, os ácidos orgânicos e fenóis, como o ácido clorogênico. A 

concentração de ácido clorogênico representa cerca de 90% do total de compostos 

fenólicos em batatas (BELL, 1980; FRIEDMAN, 1997a; MONDY; GOSSELIN, 1988). 

Em batatas, os compostos fenólicos estão principalmente distribuídos nos tecidos 

entre o córtex e a pele. Na verdade, cerca de 50% dos compostos fenólicos estão 

localizados na pele e tecidos adjacentes, enquanto que os outros 50% estão no 

centro do tubérculo (FRIEDMAN, 1997b). 

É necessário que a indústria de alimentos encontre métodos alternativos para 

prevenir o escurecimento de frutas e vegetais, depois da proibição do uso de 
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bissulfito de sódio pelo FDA em 1986. Com isso as ciclodextrinas naturais podem ser 

uma alternativa. A sua cavidade interna hidrofóbica é capaz de formar complexo de 

inclusão com uma variedade de moléculas orgânicas, incluindo alguns polifenóis (CAI 

et al., 1990). As moléculas de CDs foram propostas como agentes no controle do 

escurecimento enzimático de produtos de maçã causado pela PPO (SAPERS; 

HICKS, 1989; BACHEM et al., 1994; CROUZET et al., 1991; BILLAUD et al., 1995; 

FAYAD et al., 1997) e seu uso na prevenção do escurecimento foi patenteado 

(HICHS; SAPERS; SEIB, 1990). 

O presente estudo teve como objetivo analisar a aplicação da enzima 

CGTase diretamente em batatas, visando controlar as reações de escurecimento 

enzimático e não enzimático; bem como analisar o uso direto de CD na inibição da 

reação de escurecimento enzimático em batatas. 

Neste trabalho estudou-se a ação de inibição do escurecimento usando 

extrato bruto da matéria prima e não componentes individuais. 

II.2. MATERIAL E MÉTODOS 

II.2.1. Microrganismo e enzima 

Foram utilizados o filtrado enzimático (CGTase) produzido pelo Bacillus clausii

E16, pertencente ao banco de culturas do Laboratório de Bioquímica e Microbiologia 

Aplicada-IBILCE/UNESP (ALVES-PRADO, 2002; 2005) e a CGTase comercial 

Toruzyme® produzida pela Novozymes. 

II.2.2. Produção e purificação da CGTase  

Utilizou-se o meio proposto por Alves-Prado et al. (2002), composto por 

1,35% de amido solúvel (Mallinckrodt Baker); 0,49% de peptona (BioBrás); 0,59% de 

extrato de levedura (BioBrás); 0,1% de K2HPO4 (Nuclear); 0,02% de MgSO4.7H2O; 

1,3% de Na2CO3 (Synth), (esterilizado separadamente e adicionado ao meio após 

resfriado), pH final 10,10. Erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL do meio de cultivo 

foram inoculados com 1 mL de pré inoculo e incubados em Shaker (New Brunswick 

Scientific Co. Inc) a 35°C, com agitação de 200 rpm por 48 h. O meio foi centrifugado 

a 10.000 g por 10 minutos a 4ºC. As células foram descartadas e o sobrenadante 

contendo a CGTase foi reservado para os procedimentos experimentais. O 

sobrenadante foi concentrado pelo sistema Pelicon® (Millipore, Belford, MA, USA) e 

submetido ao processo de purificação. Assim a CGTase concentrada 40 vezes foi
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aplicada em coluna de vidro empacotada com resina Sephadex G-50 e eluída com 

tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, a um fluxo de 0,3 mL/min. Foram coletadas frações 

de 5 mL, usando coletor de frações (Pharmacia, Biotech Frac-100, Sweden). As 

frações protéicas foram monitoradas por absorção a 280 nm e por atividade 

específica para a CGTase. As frações que apresentaram atividade para CGTase, 

foram unidas, em seguida filtrada em membrana de 0,22 µm de poro (Millipore) e 

armazenada sob refrigeração. 

II.2.3. Batatas  

As batatas (Solanum tuberosum) foram obtidas no comércio varejista de São 

José do Rio Preto, SP e foram uniformes no tamanho e na cor. Após a seleção foram 

lavadas, descascadas e fatiadas com uma faca de aço inoxidável.

II.2.4. Métodos de determinação da atividade enzimática 

II.2.4.1. Método fenolftaleína da CGTase 

O método aplicado foi o proposto por Mäkelä et al. (1998), modificado por 

Alves-Prado et al. (2002), onde 0,1 mL de solução enzimática diluída, foi adicionado a 

0,8 mL de solução de maltodextrina, a 1,0% (p/v), em tampão acetato 0,1 M, pH 5,6. 

Após incubação, a 55°C, por 10 minutos a reação foi paralisada com a adição de 

4,0 mL de solução de carbonato de sódio (Na2CO3) 0,25 M. Posteriormente, foi 

acrescentado 0,1 mL de solução de fenolftaleína, a 1 mM. (A absorbância foi 

determinada a 550 nm, em espectrofotômetro. Porém, somente no momento da 

leitura e após a adição da solução de Na2CO3 que a enzima foi adicionada). O 

controle foi preparado segundo o processo descrito acima. Uma unidade de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima, necessária para produzir 1µmol 

de �-CD, por minuto. 

II.2.4.2. Atividade da polifenoloxidase (PPO) 

As atividades da PPO foram determinadas a partir da metodologia descrita 

por González; De Ancos; Cano (2000) com pequenas modificações. Tubos de ensaio 

contendo 2,4 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,5, 0,3 mL de catecol 0,2 M e 

finalmente 0,3 mL do extrato enzimático foram incubados a 25º C. Decorridos 5 

minutos da reação, a atividade enzimática foi medida a uma taxa inicial de aumento 

de absorbância a 540 nm, com o uso de espectrofotômetro. Uma unidade de
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atividade foi determinada como a mudança na absorbância por minuto por miligrama 

de proteína extraída (atividade específica). 

II.2.5. Determinação de proteína 

A proteína foi determinada pelo método de Hartree-Lowry, usando soro 

albumina bovina como padrão (HARTREE, 1972). A absorbância foi determinada a 

650 nm em espectrofotômetro. 

II.2.6. Aplicação da CGTase nos ensaios de escurecimento da batata 

II.2.6.1. Escurecimento não enzimático  

Para avaliar o efeito da CGTase no escurecimento não enzimático as batatas 

foram incubadas em solução enzimática em banho-maria a 55°C por diferentes 

tempos e em seguida foram fritas a 180ºC, controles foram incubados apenas em 

água destilada. Foram utilizadas a CGTase produzida por Bacillus clausii E16  

(3,5 U/mL) e a CGTase comercial Toruzyme® (4,5 U/mL). Foi mantido um mesmo 

padrão de fritura por observação visual. O óleo selecionado para a fritura foi o óleo de 

soja Liza®, obtido do comércio varejista de São José do Rio Preto-SP, em latas de 

900 mL. A fritura foi realizada em panela de aço inoxidável, sendo que todas as 

amostras foram fritas juntas e retiradas após o desenvolvimento da cor típica. 

II.2.6.2. Escurecimento enzimático  

Para avaliar o escurecimento enzimático as batatas foram incubadas com as 

enzimas por 30 minutos em banho-maria a 55°C, em seguida foram incubadas por  

24 h em estufa de secagem com ventilação a 60°C. Foram preparados controles com 

ausência de enzimas. O escurecimento na superfície das batatas foi determinado 

visualmente. 

II.2.7. Aplicação da CD nos ensaios de escurecimento enzimático da batata 

II.2.7.1. Batata fatiada 

A batata foi fatiada no formato de fritura (0,5 x 1 x 5cm) e incubadas com a 

ciclodextrina comercial (Não pura) na concentração de 100 mg/mL por 30 minutos em 

banho-maria a 55°C, em seguida foram incubadas por 24 h em estufa de secagem 

com ventilação a 60°C. Controles foram feitos sem a presença de ciclodextrina. Os 

resultados foram analisados visualmente.
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II.2.7.2. Efeito da ββββ-ciclodextrina no escurecimento do extrato de batata 

Para avaliar a complexação da β-CD com o substrato natural foram 

preparados os extratos enzimáticos de batata utilizando tampão fosfato de sódio  

0,2 M, pH 6,5 e água destilada, ambos gelados. Para preparação do extrato foram 

utilizados 5 g de batata, homogeneizadas em almofariz com 5 mL de tampão fosfato 

de sódio 0,2 M, pH 6,5 e 2 g de areia lavada. Uma outra extração foi realizada com 

água destilada. Após homogeneização as amostras foram centrifugadas a 13.700 g

por 10 minutos a 4ºC. Um mililitro do sobrenadante foi transferido para microtubos 

plásticos de 2 mL contendo diferentes concentrações de β-CD variando de  

0-250 mg/mL, mantidos no gelo por 30 minutos e em seguida incubados em banho-

maria a 30ºC pelo mesmo período. Posteriormente as amostras foram centrifugadas 

(Eppendorf centrifuge 5415D) e a absorbância foi determinada a 450, 500 e 540 nm. 

II.2.7.3. Efeito da ββββ-ciclodextrina sobre a atividade da PPO 

Foi realizada extração enzimática de batatas conforme descrito no item 

anterior e 0,3 mL dos extratos foram transferidos para microtubos plásticos de 2 mL 

contendo diferentes concentrações de CD (0, 10, 50, 100 mg/mL). A mistura da 

reação foi mantida no gelo por 5 minutos e em seguida a temperatura ambiente por 

15 minutos. As atividades da PPO foram determinadas a partir da metodologia 

descrita por González; De Ancos; Cano (2000) com pequenas modificações. 

Adicionou-se tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,5 até completar um volume de  

2,4 mL e 0,3 mL de catecol 0,2 M. Essa mistura foi incubada em banho de gelo por 30 

minutos e em seguida foi centrifugada e a absorbância foi determinada a 500 e  

540 nm.

II.2.7.4. Efeito da combinação da ββββ-ciclodextrina e ácido ascórbico no 

escurecimento do extrato de batatas e sobre a atividade da PPO  

 Aproximadamente 25 g de batatas foram trituradas em almofariz com 25 mL 

de água destilada gelada e 50 ppm de ácido ascórbico (AA), após homogeneização 

as amostras foram filtradas com gases e o sobrenadante foi coletado em Erlenmeyer 

contendo 4% de β-CD. As amostras foram mantidas sob agitação e alíquotas de 1 mL 

foram retiradas de hora em hora, até se completarem 2 h. O material foi centrifugado 

a 2.500 g por 5 minutos. A taxa de escurecimento foi determinada no sobrenadante 
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por medida de absorbância a 450, 500, 540 nm e pela determinação da atividade da 

PPO. O controle foi preparado conforme o processo descrito, sem a adição da β-CD. 

II.2.7.5. Teste qualitativo da presença de ciclodextrina em batatas 

As amostras de batatas tratadas ou não com a enzima foram incubadas em 

banho de ebulição a 100°C por 5 minutos, posteriormente foram incubadas em 8 mL 

de uma solução de carbonato de sódio 0,25 M contendo 0,2 mL de solução de 

fenolftaleína 2 mM (em etanol 50%), em seguida foi visualizada a intensidade da 

coloração. As amostras controles sem adição de CGTase, foram comparados com as 

amostras incubadas em presença de CGTase e assim, foi relacionada à diminuição 

da cor rosa. Partindo do princípio da metodologia para determinação da atividade da 

CGTase, quando há formação de CD pela ação da CGTase, esta forma um complexo 

CD-fenolftaleína ocasionando diminuição da cor rosa. 

II.2.7.6. Efeito da CGTase na reação de Maillard a partir de aminoácidos 

Verificou-se a ação da CGTase produzida por Bacillus clausii E16 e da 

CGTase comercial Toruzyme® na reação de Maillard, com os aminoácidos glicina e 

lisina. Foram analisadas 6 diferentes misturas de reação em presença dos 

aminoácidos lisina e glicina a 1M, conforme tabela 1. Posteriormente, os tubos foram

incubados em banho-maria a 100°C por 2 horas. Os resultados foram analisados 

visualmente.

Tabela 1- Síntese das 6 diferentes misturas da reação de Maillard. 

Tubos � 2 3 4 5 6 

Lisina
e

Glicina

1 mL de aa 
1M  
+

 1 mL de 
glicose 1M 

1 mL de aa 
 1M
+

0,5 mL de 
glicose 1M  

+
0,5 mL de 

metabissulfito 
de sódio 0,1M 

1 mL de aa 
1M 
+

0,5 mL de 
glicose 1M 

+
0,5 mL de 
CGTase  

 B. clausii  

1 mL de aa  
1M  
+

1 mL de 
arabinose 1M 

1 mL de aa  
1M  
+

0,5 mL de 
arabinose 1M

+
0,5 mL de 

metabissulfito 
de sódio 0,1M 

1 mL de aa 
1M 
+

0,5 mL de 
arabinose 1M 

+
0,5 mL de 
CGTase 

Toruzyme® 
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II.2.7.7. Efeito da ciclodextrina na reação de Maillard a partir de aminoácidos 

Analisou-se a ação da β-CD na reação de Maillard com aminoácidos glicina, 

prolina, valina, fenilalanina, ácido aspártico e triptofano, associada aos açúcares 

glicose e arabinose. Em microtubo plástico de 2 mL adicionou-se 0,05 g de β-CD e 

0,05 g de cada aminoácido separadamente. Estes foram homogeneizados por 5 

minutos, em seguida adicionou-se 0,1 mL de água destilada, formando uma pasta, 

que foi homogeneizada em agitador de tubos. As amostras homogeneizadas foram 

centrifugadas a 9.300 g por 10 minutos, após 1 h de incubação a 65°C os tubos foram 

transferidos para a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se a glicose (0,09 g) 

ou a arabinose (0,08 g) e 0,9 mL de água destilada. As amostras foram incubadas em 

banho-maria a 100ºC por 4 h, realizando leituras em intervalos de 2 h. Antes da 

leitura, as amostras foram resfriadas e a absorbância foi determinada a 420, 500 e 

540 nm. O controle foi preparado sem a β-CD. 

II.2.7.8. Efeito da ciclodextrina com o aminoácido tirosina 

A tirosina foi incubada com a β-CD a 20ºC em Shaker com agitação de  

200 rpm por 24 h. A solução de tirosina e CD foi preparada a 1mM (em etanol 50%). 

A absorbância foi determinada por meio do espectro de absorção. Os controles  

(sem β-CD) foram comparados com as amostras (com β-CD). 

II.2.7.9. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

Amostras de batatas (2 mg) tratadas ou não com ambas as CGTases em 

estudo, e amostras de β-CD foram pesadas em cápsulas padrão de alumínio (0219-

0062, PERKIN- ELMER), seladas, aquecidas a uma razão de 10ºC por minuto, na 

faixa de temperatura de 35º a 250ºC, sob atmosfera dinâmica de nitrogênio em 20 mL 

por minuto. As amostras foram feitas em duplicata (FICARRA et al., 2002). O 

tratamento da amostra foi realizado adicionando a enzima ou água destilada 

diretamente em fatias de batatas, foram maceradas em almofariz e a massa formada 

foi incubada em banho a 55ºC por 30 minutos. Posteriormente as amostras foram 

liofilizadas e armazenadas no freezer a - 80ºC. 
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II.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

II.3.1. Purificação parcial da enzima 

Observou-se um pico bem isolado mostrando atividade da CGTase, portanto 

pode-se considerar que esta purificação parcial foi eficaz no isolamento da CGTase, 

como pode ser verificado na Figura 1. O uso da CGTase parcialmente purificada teve 

como objetivo evitar a presença de outras enzimas de menor peso molecular e outros 

compostos da fermentação, como pigmento e toxinas, tornando-as mais puras. A 

Tabela 2 sintetiza os processos de purificação parcial da CGTase. As frações 

coletadas no volume da eluição que apresentaram atividade da CGTase foram unidas 

e concentradas, este concentrado foi utilizado nas análises subseqüentes. O 

processo de purificação da enzima apresentou um rendimento final de 29,5% e um 

fator de purificação 4,4 vezes. 
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Figura 1- Perfil de eluição da CGTase de Bacillus clausii E16 em gel filtração. 
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Tabela 2- Síntese do processo de purificação parcial da CGTase produzida por Bacillus clausii 

E16. 

*atividade da CGTase foi determinada pelo método fenolftaleína. 

II.3.2. Efeito da CGTase no escurecimento de batata 

a) Escurecimento não enzimático 

Observou-se que o tratamento das amostras com a CGTase produzida por  

B. clausii E16 e com a CGTase comercial Toruzyme® inibiram o escurecimento das 

batatas, interferindo na reação de Maillard, quando comparado com a amostra 

controle sem enzima. Verificou-se também, que os tempos de tratamento de 10 e 60 

minutos foram efetivos na inibição do escurecimento, para ambas as enzimas 

testadas. 

Como pode ser verificado na Figura 2, a amostra tratada previamente com 

CGTase apresentou coloração mais clara em relação às amostras não tratadas. 

Existe uma co-relação direta do desenvolvimento da cor e a reação de Maillard, 

portanto pode-se concluir que a ação da CGTase inibiu esta reação. Isso 

provavelmente ocorreu devido a dois fatores: a) diminuição de seus açúcares 

redutores, necessário para a RM, por meio da ação transglicosidase desta enzima e a 

CD formada por ação enzimática pode ter complexado os intermediários da reação de 

Maillard e reduzido à formação final do pigmento melanoidina responsável pela cor 

escura.

Etapas 

Volume 
total 

(mL) 

Atividade
da

CGTase 
(U/mL) 

Atividade 
total da 
CGTase 

(U) 

Proteína

(mg/mL)

Proteína 
total

(mg)

Atividade
específica 

 (U/mg) 

Rendimento   

 (%) 

    Fator 
      de 
purificação 

CGTase bruta 425 1,05 446,25 1,40 595,0 0,75 100 1 

Concentração 
por Pelicon® 45 3,32 149,40 1,61 72,45 2,06 33,5 2,8 

Gel filtração 
Sephadex  

G-50 

80 1,64 131,20 0,50 40,0 3,28 29,4 4,4 
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Figura 2- Ação da CGTase produzida por B. clausii E16 e da CGTase Toruzyme® no 
escurecimento não enzimático de batata. O tempo 0 corresponde ao controle, sem tratamento 
enzimático. 

b) Escurecimento enzimático

Assim como na reação de escurecimento não enzimático, verificou-se que 

tanto a CGTase de B. clausii E16 quanto à enzima comercial Toruzyme®

apresentaram efeito inibidor do escurecimento da batata durante a secagem. 

Entretanto, a enzima comercial apresentou melhor efeito comparado com a CGTase 

produzida no nosso laboratório, como pode ser visualizado na Figura 3. Isso 

provavelmente ocorreu devido à maior atividade da CGTase no extrato comercial. 

Possivelmente por causa da ação da CGTase no amido ocorreu a formação da CD, 

ocasionando a diminuição do escurecimento e conseqüente complexação com algum 

dos substratos. 
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60 
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Controle E16 Toruzyme®

   

 Figura 3- Ação da CGTase produzida por B. clausii E16 e da CGTase Toruzyme® no 
escurecimento enzimático de batata. 

II.3.3. Aplicação da CD nos ensaios de escurecimento enzimático de batata 

II.3.3.1. Batata fatiada 

A adição direta da ciclodextrina mostra que a mesma atuou de forma 

significativa na superfície de batata, Figura 4. Pode-se considerar que ocorreu a 

complexação da CD com o substrato natural (tirosina, ácido clorogênico ou caféico) 

ocasionando a diminuição na tonalidade da cor. Estes resultados são diferentes do 

relato de SAPERS et al. (1989) que não foram efetivos em maçãs fatiadas, devido à 

lenta difusão da CD para o interior das camadas celulares, a qual resultou na falta da 

formação do complexo com os substratos da PPO. Alvarez-Parilla et al. (2006), 

também observaram este tipo de comportamento em maçãs fatiadas tratadas com  

β-CD em combinação com o metil jasmonato (MJ). 

 Figura 4- Ação da ciclodextrina no escurecimento enzimático de batata. 

Controle Ciclodextrina 

Batata 
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II.3.3.2. Efeito da ββββ-ciclodextrina no escurecimento do extrato de batata 

Verificou-se que na presença de β-CD houve uma redução na formação de 

cor do extrato, avaliado por meio de suas respectivas absorbâncias. À medida que 

aumentou-se a concentração de CD observou-se um contínuo decréscimo na 

coloração, acompanhou ao aumento da concentração de CD, Figura 5. Isto ocorreu 

tanto na extração aquosa quanto em presença de tampão fosfato. Essa inibição de 

formação de cor ocorreu provavelmente devido à formação do complexo de inclusão 

com algum produto ou substrato da PPO, prevenindo assim a oxidação das quinonas 

e a sua subseqüente polimerização em pigmentos escuros. 

Sojo et al. (1999), apresentaram resultados semelhantes com a extração de 

polpa de banana, utilizando o 2-hidroxipropil-β-CDs. A oxidação da dopamina, o 

substrato natural da banana, em presença de CD não foi afetado, porque este fenol 

hidrofílico não forma complexo de inclusão com a CD, entretanto, com a adição de 

fenol hidrofóbico como o tert-butilcatecol (TBC) ocorreu à inibição do escurecimento, 

por ação de β-hidroxipropil-β-CD e maltosil-β-CD. 
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Figura 5- Ação da β-ciclodextrina com o extrato enzimático de batata. A) 450 nm, B) 500 nm 
e C) 540 nm. 

II.3.3.3. Efeito da ββββ-ciclodextrina na atividade da PPO 

O extrato enzimático bruto da PPO obtido como descrito no item 2.7.2 de 

materiais e métodos foi ensaiado na presença da CD. Verificou-se um contínuo 

aumento na inibição do escurecimento, acompanhado a concentração de CD, Figura 

6. Esse fato pode ser devido a encapsulação de produtos ou substratos da PPO pela 

CD, prevenindo a oxidação das quinonas e a sua polimerização em pigmentos 

escuros.
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Figura 6- Ação da β-ciclodextrina na atividade da PPO. 

Os resultados encontrados mostraram-se condizentes com aqueles obtidos 

por Billaud et al. (1995), que encontraram em suco de maçã uma redução do oxigênio 

consumido pela PPO por ação da β-CD, utilizando-se o ácido clorogênico e a 

catequina como substrato fenólico. Resultados similares também foram encontrados 

por Laveta et al. (2000), onde avaliaram o efeito entre os substratos dopamina e TBC 

com o dodecil sulfato de sódio (SDS) na cavidade de 2-hidroxipropil-β-CD para 

determinação da atividade da PPO de pêssego. A enzima foi primeiramente ativada 

pelo SDS e com o aumento da concentração de CD houve diminuição da atividade 

enzimática, indicativo da complexação com o SDS, o que permitiu a enzima de 

retornar a seu estado latente. Quando se utilizou o TBC, a atividade da enzima foi 

interrompida com o aumento da concentração de CD. Esse efeito foi atribuído a 

complexação do TBC na cavidade hidrofóbica da CD. Resultado semelhante também 

foi encontrado por Núñez-Delicado et al. (1999) na inibição da atividade da 

hidroperoxidase usando o TBC como substrato. Para constatar que a complexação 

entre o TBC e a CD foi o único fator envolvido neste processo inibitório, foi realizada 

uma análise similar onde a enzima foi ativada com choque ácido em pH 4,0 ao invéz

de se usar o SDS. Observou-se a diminuição na atividade enzimática com o aumento 

da concentração de CD. Isto indica que o único fator na inibição da PPO foi a 

encapsulação do TBC pela CD.  
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II.3.3.4. Efeito da combinação de ββββ-ciclodextrina e ácido ascórbico no 
escurecimento do extrato de batatas e sobre a atividade da PPO 

A fim de avaliar o efeito sinérgico dos inibidores na ação da enzima, AA e CD 

foram ensaiados simultaneamente. Observou-se que a combinação de 4% de β-CD

com 50 ppm de AA resultou na diminuição do escurecimento por até 2 h em 

condições refrigeradas, Figura 7. Esse efeito sinérgico apresentou maior inibição em 

relação a tratamentos utilizando apenas o AA. A eficiência do AA como inibidor do 

escurecimento é temporário, porque o escurecimento pode ser reativado depois do 

AA ser completamente reduzido a ácido dehidroascórbico (KOMTHONG; IGURA; 

SHIMODA, 2006). 

Esse trabalho apresentou coerência com os resultados encontrados por Hicks 

et al. (1996), onde verificaram o efeito sinérgico na prevenção do escurecimento de 

suco de maçã tratado com derivados de CD em combinação com o fosfato ao longo 

de 2-3 semanas a 4ºC e por mais de 25 h a temperatura ambiente. SAPERS et al. 

(1989), encontraram efeito semelhante em suco de maçã tratado com β-CD ou sua 

combinação com o ácido ascórbico, ácido-2-fosfato ou ascorbil palmitato. 

López-Nicolás et al. (2006), verificaram que a combinação de maltosil-β-CD e 

AA apresentou efeito sinérgico semelhante ao nosso, este efeito foi melhor do que a 

soma dos dois. A fase lag na presença de 60 mM de maltosil-β-CD e 2,28 mM de AA 

foi de 32 minutos, enquanto que para maltosil-β-CD foi de 6 minutos e ausência da 

fase lag para o AA. A fase lag representa o tempo que o AA é protegido pela CD, com 

o término deste período o AA pode ser completamente oxidado a ácido 

dehidroascórbico e as o-quinonas podem acumular e iniciar o escurecimento do suco 

de maçã. 
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Figura 7- Ação da β-ciclodextrina em combinação com o ácido ascórbico no extrato 
enzimático de batata. A) 450 nm, B) 500 nm e C) 540 nm. 

Durante o tratamento do extrato enzimático de batatas com a combinação de 

AA e β-CD, observou-se uma diminuição na atividade da PPO, Figura 8. Nota-se 

também que a combinação AA e β-CD foi mais efetiva na atividade da PPO. 

Resultados similares mostraram a inibição da PPO (GACCHE; ZORE; GHOLE, 2003) 

e lipoxigenase (NÚÑEZ-DELICADO et al., 1997), onde derivados de β-CD foram 

combinados com AA e seus derivados. Estes autores avaliaram o efeito do 2-H-β-CD 

em sinergismo com o ácido ascórbico extraído do Kiwi, onde este derivado de CD 

agiu contra a oxidação do PMC (pentametilcromo-6-ol) causado pela lipoxigenase 

extraída de semente de soja. López-Nicolás et al. (2006), observaram que a  

maltosil-β-CD apresentou melhores resultados quanto a inibição da atividade da PPO 

de suco de maçã, comparada com �-, �- e �-CD, provavelmente porque a 

maltosil-β-CD apresentou maior afinidade com os compostos fenólicos responsáveis 

pelo escurecimento. Alvarez-Parilla et al. (2006), observaram efeito semelhante em 

seus estudos com β-CD contra a oxidação do ácido clorogênico consumido pela PPO 

de maçã, este efeito foi menos evidente com o aumento da concentração do 

substrato. Em contraste aos resultados acima, o efeito sinérgico da β-CD combinado 

com 4-hexilresorcinol foi mais evidente com o aumento da concentração do substrato. 

Portanto a CD reduziu a concentração de ácido clorogênico livre que poderia ter sido 

oxidado, enquanto que o 4-hexilresorcinol interagiu diretamente com a enzima pelo 

mecanismo competitivo, conseqüentemente a combinação dos dois inibidores reduziu 

a atividade da PPO a um nível maior. Resultados semelhantes foram constatados por 

Alvarez-Parilla et al. (2005), o efeito inibitório da β-CD na atividade da PPO de maçã 
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foi atribuído à redução do substrato livre como conseqüência do processo de 

complexação entre os compostos fenólicos e a CD. 
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Figura 8- Efeito da combinação β-ciclodextrina e ácido ascórbico na atividade da PPO. A) 
500 nm e B) 540 nm. 

II.3.4. Teste qualitativo da presença de ciclodextrina em batatas  

Após tratamento enzimático, as batatas foram incubadas em solução de 

fenolftaleína, que é um corante usado como um indicador ácido-base, em pH alcalino 

tem coloração rosa escuro e pH ácido é incolor. A intensidade de coloração foi 

analisada mediante observação visual. As amostras controles, sem exposição às 

enzimas, foram comparadas às amostras submetidas a tratamento enzimático. 

Observou-se uma diminuição da cor rosa nas batatas tratadas com a CGTase 

produzida pelo Bacillus clausii E16 (3,5 U/mL) e na CGTase comercial Toruzyme®

(4,5 U/mL), Figura 9. A diminuição da coloração provavelmente foi devida à formação 

de CD, pela ação das CGTases no amido da batata, que por sua vez complexou com 

fenolftaleína causando a redução da coloração rosa. 

Controle E16 Toruzyme®®®®

Figura 9- O efeito das enzimas com o substrato natural de batata. 
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II.3.5. Efeito da CGTase na reação de Maillard a partir de aminoácidos 

Após o tratamento enzimático os aminoácidos foram incubados em banho-

maria a 100°C por 2 h, os resultados foram observados visualmente. Observou-se 

que na presença das enzimas CGTase e Toruzyme® houve uma diminuição do 

escurecimento na presença do aminoácido glicina em relação aos respectivos 

controles sem inibidor (glicose e arabinose) conforme a Figura 10. Isso se deve 

provavelmente a diminuição dos açúcares redutores, necessários para a reação de 

Maillard por meio da ação de desproporcionação desta enzima, ocasionando menor 

escurecimento. A velocidade da reação depende muito da molécula de carboidrato, 

uma vez que os açúcares têm diferentes pesos moleculares, dessa forma a 

velocidade está relacionada com a quantidade de forma acíclica que cada açúcar tem 

em solução. Assim como para os carboidratos, a estrutura molecular dos aminoácidos 

é importante para a velocidade da reação, sendo esta afetada pelo pH e dependente 

do ponto isoelétrico de cada aminoácido. 

CGTase Toruzyme®

Tubos   1         2      3           4        5       6    1        2        3       4         5         6

Glicina 

Lisina

   

Figura 10- Efeito das enzimas E16 e Toruzyme® na velocidade da reação de Maillard. 
Tubos: 1- glicose; 2- glicose + metabissulfito; 3- glicose + enzima; 4-arabinose; 5- arabinose + 
metabissulfito e no tubo 6- arabinose + enzima. 
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II.3.6. Efeito da ciclodextrina na reação de Maillard a partir de aminoácidos 

Durante a reação de Maillard os açúcares e os aminoácidos reagem formando 

componentes complexos conhecidos como melanoidinas. Utilizando-se 0,05 g de 

β-ciclodextrina e 0,5 M dos açúcares, observou-se uma diminuição da formação de 

melanoidinas ocorrendo uma considerável mudança de cor, conforme Figuras 11, 12 

e 13. Isto ocorreu provavelmente devido a encapsulação dos aminoácidos pela CD, 

resultando em um menor teor de aminoácido para reagir com o açúcar redutor. A 

coloração foi mais intensa no intervalo de 4 h principalmente na reação que envolvia 

a arabinose. Porém, os resultados mais significativos foram para os aminoácidos 

prolina e triptofano no intervalo de 2 h e ácido aspártico em 4 h, na absorbância de 

450, 500 e 540 nm. 

Figura 11- Efeito da β-ciclodextrina na reação de Maillard em presença de glicose e glicina  
(A, B e C) e de arabinose e glicina (D, E e F) ao longo do tempo. 
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Figura 12- Efeito da β-ciclodextrina na reação de Maillard em presença de glicose e valina  
(A, B e C) e de arabinose e valina (D, E e F) ao longo do tempo. 
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Figura 13- Efeito da β-ciclodextrina na reação de Maillard em presença de arabinose e prolina  
(A, B C) arabinose e fenilalanina (D, E e F) arabinose e ácido aspártico (G, H e I) arabinose e 
triptofano (J, K e L) ao longo do tempo. 



59

II.3.7. Efeito da ciclodextrina com o aminoácido tirosina 

A tirosina é um dos compostos fenólicos mais abundantes em batata, sua 

concentração provavelmente influência a taxa de escurecimento desse tubérculo, 

devido a essa característica foi incubada com e sem a β-CD, com a finalidade de 

formar complexo de inclusão com esse aminoácido aromático. As amostras 

analisadas pelo espectro de absorção apresentaram uma diminuição na absorbância 

a 275 nm, em relação à amostra com água destilada, convenientemente diluída (2x), 

conforme a Figura 14. Esta característica pode ser atribuída a formação do complexo 

de inclusão da CD com a “molécula hospéde”, onde as CDs e seus derivados são 

conhecidos por encapsular uma variedade de compostos, incluindo aminoácidos 

aromáticos. Na literatura há exemplos de como esse complexo é formado com o  

L-tirosina, L-fenilalanina, L-triptofano (LEWIS; HANSEN, 1973; INOUE; OKUDA; 

MIYATA, 1982; GASTRONUOVO, 1995 citado por KORALEWSKA et al. 2004). 
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Figura 14- Ação da β-ciclodextrina com o aminoácido tirosina. 
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II.3.8. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

A análise de DSC foi utilizada com o propósito de avaliar a formação do 

complexo de inclusão da CD formada pela ação da CGTase em batatas, com 

intermediários da reação de escurecimento. 

Segundo Szejtli (1988) e Liu et al. (2006) a complexação é geralmente 

verificada pelo desaparecimento do pico endotérmico, característica da molécula 

encapsulada, fato esse atribuído ao estado amorfo, à formação do complexo, ou a 

ambos. Além disso, a temperatura de início de decomposição da �-CD pode ser 

também responsável por este resultado. 

Analisando-se as curvas de DSC (Figuras 15a, 15b e 15c) na faixa de 

temperatura (185-190ºC) observa-se que o pico referente à batata tratada com a 

enzima comercial diminuiu, em relação a  �-CD e batata pura, e, portanto, pode-se 

considerar que ocorreu a formação do complexo. Essa característica se deve 

provavelmente à produção de CD pela ação de CGTase em presença do substrato 

natural (amido de batata) e conseqüentemente sua ação complexante interagindo 

com os agentes responsáveis pelo escurecimento, tais como o ácido clorogênico, 

tirosina e ácido caféico. Este comportamento também foi observado por Bergamasco 

(2003) onde os termogramas de DSC para os produtos (sulfluramida:�-CD) obtidos a 

partir dos métodos de co-precipitação, Kneading e mistura física foram menores que a 

temperatura da β-CD, indicando a inclusão da sulfluramida na sua cavidade. Segundo 

Alvarez-Parrilla et al. (2005) e Ficarra et al. (2002), as análises de DSC dos produtos 

(polifenóis:�-CD) obtidos pelos métodos de co-precipitação e mistura física não 

apresentaram pico de fusão do ácido clorogênico a 212ºC, quercetina a 323ºC, rutina 

a 184ºC, hesperitina a 227ºC, hesperidina a 263ºC, naringenina a 247ºC e naringina a 

249ºC como resultado da interação da “molécula hospede” na cavidade da CD. As 

ciclodextrinas não apresentam ponto de fusão definido (SZEJTLI, 1988). Para análise 

dos complexos, a “molécula hóspede” deverá ter ponto de fusão menor que 300ºC, 

visto que é a temperatura que a CD se decompõe (HEDGES, 1998). 
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a

b

c

Figura 15- Curvas de DSC. a: β-ciclodextrina; b: somente batata; c: batata tratada com 
CGTase comercial. 
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II.4. CONCLUSÕES 

O objetivo do presente trabalho foi empregar a ciclodextrina (CD) como 

inibidor do escurecimento em alimentos. O ineditismo da proposta é que não 

aplicamos a CD diretamente no alimento, mas sim a enzima responsável por sua 

produção, a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), diminuindo assim o custo do 

processo. O fato de ainda não ter relatos da aplicação da CGTase diretamente nos 

alimentos no que se refere a controle de cor motivou nossa proposição. Resultados 

até agora obtidos, mostraram que ambas as CGTases foram capazes de controlar o 

escurecimento enzimático e não enzimático de batatas. Isso ocorreu provavelmente 

devido à produção de CD pela ação da CGTase no próprio substrato natural (amido 

de batata) e por conseqüência sua ação complexante junto aos agentes responsáveis 

pelo escurecimento. Pode ser considerada ainda, a diminuição da reação de Maillard 

tenha ocorrido simplesmente devido à presença dos açúcares redutores disponíveis, 

consumidos pela reação de transglicosilação da CGTase. O teste com fenolftaleína, 

onde observou-se a diminuição da cor rosa nas batatas tratadas com ambas as 

CGTases evidenciou a produção de CD e sua complexação com a fenolftaleína. 

A fim de avaliar o efeito sinérgico dos inibidores na ação da PPO, AA e CD 

foram ensaiados simultaneamente. Foi observada uma redução significativa na cor do 

extrato de batata tratado com a combinação β-CD e AA, onde provavelmente ocorreu 

complexação da CD com os compostos fenólicos responsáveis pelo escurecimento. 

O efeito da CD na reação de Maillard a partir de aminoácidos e açúcares, foi 

de redução do escurecimento, ocorrido provavelmente pela encapsulação dos 

aminoácidos ou compostos da reação com a CD, ocasionando diminuição na 

formação de melanoidinas. 

Os termogramas do DSC indicaram a possível formação do complexo de 

inclusão polifenóis/CD referente à diminuição do pico da batata tratada com CGTase. 

Testes utilizando a CD foram necessários para correlacionar aos resultados 

da enzima CGTase. 
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Resumo 

O escurecimento enzimático em frutas, vegetais e sucos é um dos problemas 

mais constantes encontrados na indústria alimentícia. Dada a freqüência que ocorre 

essa reação, é interessante pesquisar novos métodos alternativos de inibição e/ou 

controle mais adequado, uma vez que o sulfito teve seu uso controlado por causa dos 

efeitos adversos à saúde humana. Tendo em vista que a população necessita de 

alimentos mais saudáveis, as ciclodextrinas (CDs) podem ser uma alternativa para 

controlar o escurecimento de frutas devido a sua capacidade de encapsular os 

componentes da reação de escurecimento. O objetivo desse trabalho foi verificar a 

diminuição do escurecimento enzimático em maçã, banana e pêra, utilizando a 

enzima CGTase e a CD diretamente no processamento das frutas. Este trabalho 

mostrou que tanto a CGTase produzida por Bacillus clausii E16 quanto à enzima 

comercial Toruzyme®, comercializada por Novozymes e a CD (Corn Products) foram 

capazes de controlar o escurecimento enzimático de maçãs. 

Palavras-chave: CGTase; Ciclodextrina; Polifenoloxidase; Escurecimento enzimático  
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III.1. INTRODUÇÃO 

O escurecimento enzimático inicia-se com a oxidação de fenóis endógenos 

por ação da enzima polifenoloxidase (PPO) na presença de oxigênio e a subseqüente 

polimerização da o-quinona, formando pigmentos escuros denominados melaninas 

(ÖZO�LU; BAYMDIRH, 2002). 

O escurecimento tem um impacto significativo na qualidade de bananas e 

maçãs porque resulta na alteração da cor, “flavour”, textura e valor nutricional 

(SAPERS, 1993; NICOLAS et al., 1994; GOODING; BIRD; ROBINSON, 2001). 

As frutas são propensas ao escurecimento enzimático durante a manipulação e 

processamento, dessa maneira a indústria frutífera possui grande interesse em 

métodos para prevenir o escurecimento (YORUK et al., 2004). 

A reação de escurecimento enzimático pode ser prevenida pela eliminação de 

certos produtos, tais como, a enzima, o substrato, o cobre (grupo prostético) ou 

o-quinonas (SAPERS, 1993; NICOLAS et al., 1994; YORUK; MARSHALL, 2003). 

O sulfito é o agente mais difundido usado no controle do escurecimento. No 

entanto, por causa dos efeitos adversos à saúde o FDA em 1986 proibiu o seu uso 

em frutas e vegetais para o consumo humano. No entanto, mudança nos hábitos 

alimentares aumentou a demanda por alimentos naturais e seguros. Com isso, 

aumentou-se o interesse pela pesquisa por agentes naturais antiescurecimento 

(SOJO et al., 1999). 

Entre os mais promissores agentes estão as ciclodextrinas, que são 

oligossacarídeos cíclicos não redutores com 6 a 13 unidades de glicose (BENDER, 

1986; LARSEN et al., 1998) ligadas entre si, por ligações glicosídicas (�-1,4), 

produzida pela ação da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) sobre o 

amido. As principais CDs são do tipo  �-, �-, e �-, constituída de seis, sete e oito 

unidades de glicose, respectivamente (SIAN et al., 2005). A sua cavidade interna 

hidrofóbica é capaz de formar complexo de inclusão com uma variedade de 

moléculas orgânicas, incluindo alguns polifenóis (CAI et al., 1990). 

Szejtli (1982) observou a coloração de algumas frutas, causada pela oxidação 

enzimática dos polifenóis sendo que os mesmos foram inibidos pelas ciclodextrinas. 

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito da CGTase e da CD 

diretamente na redução do escurecimento enzimático de maçã, banana e pêra. 



71

III.2. MATERIAL E MÉTODOS 

III.2.1. Microrganismo e enzima 

Foram utilizados o filtrado enzimático (CGTase) produzido pelo Bacillus clausii

E16, pertencente ao banco de culturas do Laboratório de Bioquímica e Microbiologia 

Aplicada-IBILCE/UNESP (ALVES-PRADO, 2002; 2005) e a CGTase comercial 

Toruzyme® produzida pela Novozymes. 

III.2.2. Seleção de frutas 

Maçãs (Malus communis), bananas (Musa acuminata) e pêras (Pyrus 

communis) uniformes no tamanho e na cor, foram obtidas no comércio varejista de 

São José do Rio Preto, SP. Após a seleção foram lavadas, descascadas e fatiadas 

com uma faca de aço inoxidável. 

III.2.3. Escurecimento enzimático de frutas  

III.2.3.1. Efeito da CGTase 

Para avaliar o escurecimento enzimático porções de maçã, banana e pêra 

foram incubadas com e sem as enzimas por 30 minutos em banho-maria a 55°C, em 

seguida foram incubadas por 24 h em estufa de secagem com ventilação a 60°C. Os 

resultados foram analisados visualmente.  

III.2.3.2. Efeito da CD 

Porções de maçã, banana e pêra foram incubadas com e sem ciclodextrina 

comercial (Não pura) na concentração de 100 mg/mL por 30 minutos em  

banho-maria a 55°C, em seguida foram incubadas por 24 h em estufa de secagem 

com ventilação a 60°C. Os resultados foram analisados visualmente. 
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III.2.4. Extração da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POP) de polpas de 

maçã, banana e pêra

A solução extratora foi preparada utilizando-se tampão fosfato de sódio 0,2 M, 

pH 7,5 com 4% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP insolúvel) e 0,5% (p/v) de  

Triton-x-100 (Sigma), a mesma permaneceu na câmara fria em repouso e após 2 h foi 

centrifugada a 9.000 g por 20 minutos a 4ºC, em seguida filtrada em tecido de 

algodão. 

Para preparação do extrato bruto pesaram-se 5 g das amostras congeladas, 

sendo estas homogeneizadas com 20 mL da solução extratora preparada 

anteriormente. Após homogeneização as amostras foram colocadas em Erlenmeyers, 

seqüencialmente em shaker sob agitação de 150 rpm, a 4ºC por 24 h. Em seguida 

foram filtradas e centrifugadas a 10.000 g, a 4ºC por 20 minutos. O sobrenadante foi 

utilizado para determinar a atividade da PPO e POP. 

III.2.5. Determinação da atividade enzimática 

III.2.5.1. Atividade da polifenoloxidase 

As atividades da PPO foram determinadas a partir da metodologia descrita por 

González; De Ancos; Cano (2000), com pequenas modificações. Tubos de ensaio 

contendo 2,4 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,5, 0,3 mL de catecol 0,2 M e 

0,3 mL do extrato enzimático foram incubados a 25ºC. Decorridos 5 minutos da 

reação, a atividade enzimática foi medida a uma taxa inicial de aumento de 

absorbância a 420 nm, com o uso de espectrofotômetro. Uma unidade de atividade 

foi determinada como a mudança na absorbância por minuto por miligrama de 

proteína extraída (atividade específica). 

III.2.5.2. Atividade da peroxidase 

As atividades da POP foram determinadas a partir da metodologia descrita por 

González; De Ancos; Cano (2000), com pequenas modificações. Tubos de ensaio 

contendo 2,4 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 6,5, 0,2 mL de guaiacol 0,2 M, 

0,1 mL de peróxido de hidrogênio 20% (v/v) (preparado na hora da análise) e 0,3 mL 

do extrato enzimático foram incubados a 25ºC. Decorridos 5 minutos da reação, a 

atividade enzimática foi medida a uma taxa inicial de aumento de absorbância a  
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485 nm, com o uso de espectrofotômetro. Uma unidade de atividade foi determinada 

como a mudança na absorbância por minuto por miligrama de proteína extraída 

(atividade específica).

III.2.6. Efeito da combinação ββββ-ciclodextrina e ácido ascórbico  

Aproximadamente 25 g de pêras foram trituradas em almofariz com 25 mL de 

água destilada gelada e 50 ppm de ácido ascórbico (AA), após homogeneização as 

amostras foram filtradas com gases e o sobrenadante foi coletado em Erlenmeyer 

contendo 4% de β-CD. As amostras foram mantidas sob agitação e alíquotas de  

1 mL foram retiradas de hora em hora, até se completarem 3 horas. O material foi 

centrifugado a 2.500 g  por 5 minutos e no sobrenadante obtido foi determinada a 

taxa de escurecimento pela medida de absorbância a 450, 500, 540 nm. O controle 

foi preparado conforme o processo descrito, sem a adição da β-CD. 

III.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

III.3.1. Efeito da CGTase no escurecimento enzimático de maçã, banana e pêra  

Com relação ao escurecimento enzimático, observou-se que os resultados 

foram significativos para maçãs, comparado com o escurecimento desenvolvido em 

bananas e pêras, Figura 1. Isso provavelmente ocorreu devido a maior concentração 

de amido em maçãs, o substrato natural para a produção da CD pela ação da

CGTase. Assim, houve formação de CD e esta se complexou com algum composto, o 

qual ocasionou a diminuição do escurecimento. 

As maçãs acumulam amido no estágio inicial de maturação e

progressivamente o amido degrada para acentuar a doçura durante o 

amadurecimento (WARRINGTON et al.,1999). 

A composição de bananas muda dramaticamente durante o amadurecimento. 

O amido é o principal componente de bananas verdes, que sofre importantes 

mudanças durante o amadurecimento. A média de amido no pré-climatério é de  

70-80% e no final deste período é menor que 1%, enquanto que os açúcares, 

principalmente sacarose acumula mais de 10% sob o peso fresco da fruta (ZHANG et 

al., 2005). 
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Controle CGTase 
(E16)

Toruzyme®

Maçã 

Banana 

Pêra 

Figura 1 - Ação da CGTase produzida por B. clausii  E16 e da CGTase comercial Toruzyme®
no escurecimento enzimático de maçã, banana e pêra. 
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III.3.2. Efeito da ciclodextrina no escurecimento enzimático de maçã, banana e 

pêra 

Após o tratamento enzimático, as frutas foram incubadas em estufa de 

ventilação a 60°C por 30 minutos e em seguida analisadas visualmente. Os 

experimentos com ciclodextrina estão apresentados na Figura 2. A ciclodextrina atuou 

de forma significativa em maçã não ocorrendo o mesmo com as pêras e bananas. 

Pode-se considerar que ocorreu complexação da CD com o substrato natural, 

ocasionando a diminuição na tonalidade da cor. Os substratos presentes em maçãs 

são o-catequina e ácido clorogênico e a dopamina em bananas. Estes resultados são 

diferentes do relato de SAPERS et al. (1989) que não foram efetivos em maçãs 

fatiadas, devido à lenta difusão da CD para o interior das camadas celulares, a qual 

resultou na falta da formação do complexo com os substratos da PPO. 



76

Figura 2 - Ação da ciclodextrina no escurecimento enzimático em maçã, banana e pêra. 

Controle Ciclodextrina 
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III.3.3. Atividade da polifenoloxidase e da peroxidase 

Determinou-se a atividade enzimática da PPO e POP a partir do extrato 

enzimático de polpas de banana, maçã e pêra, convenientemente diluídas (5x), 

conforme a Figura 3a e 3b, o extrato de banana foi o mais representativo. 
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Figura 3. Atividade da polifenoloxidase (a) e da peroxidase (b). 
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III.3.4. Efeito da combinação ββββ-ciclodextrina e ácido ascórbico em extrato 
enzimático de pêra 

Em ordem de avaliar o efeito sinérgico dos inibidores na ação da enzima PPO, 

AA e CD foram ensaiados juntamente. Observou-se que a combinação de 4% de 

β-CD com 50 ppm de AA resultou na diminuição do escurecimento por até 2 h em 

condições refrigeradas, Figura 4. O efeito sinérgico apresentou maior inibição 

comparado ao tratamento com o AA. 

O efeito do ácido ascórbico na prevenção do escurecimento enzimático é 

reduzir as o-quinonas formada pela oxidação dos compostos fenólicos antes que 

reaja e forma os pigmentos escuros. No entanto, a eficiência do ácido ascórbico como 

inibidor do escurecimento é temporário. O escurecimento enzimático pode regenerar-

se depois do ácido ascórbico ser completamente reduzido a ácido dehidroascórbico 

(KOMTHONG; IGURA; SHIMODA, 2006). 

O controle do escurecimento enzimático foi descrito por Nuñez-Delicado; 

Sánchez-Ferrer; Garcia-Carmona (1997), onde a CD agiu com a oxidação dos fenóis 

causado pela lipoxigenase, uma vez que a mesma atuou como antioxidante 

secundário em sinergismo com o ácido ascórbico. 
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Figura 4 - Efeito da combinação β-ciclodextrina e ácido ascórbico no extrato enzimático de 
pêra. A) 450 nm, B) 500 nm e C) 540 nm. 
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III. 4. CONCLUSÕES 

Os resultados foram satisfatórios para as maçãs, tanto para a enzima CGTase 

quanto para a CD. Pode-se inferir que ocorreu a produção da CD pela ação da 

CGTase em presença do substrato natural (amido de maçã) e por conseqüência sua 

ação complexante junto aos agentes responsáveis pelo escurecimento. Da mesma 

forma a CD atuou com os compostos fenólicos de maçãs. 

No extrato enzimático de pêras tratado com β-CD e AA combinados, 

provavelmente ocorreu encapsulação de compostos fenólicos responsáveis pelo 

escurecimento, reduzindo a tonalidade da cor em relação ao controle. 

O controle da atividade da polifenoloxidase e peroxidase é de grande 

importância para a ciência e tecnologia de alimentos, visando reduzir o escurecimento 

enzimático de alimentos processados, dessa forma o tratamento com CDs deverá ser 

otimizado para que produtos baseados nessas tecnologias possam ser aplicados na 

prática comercial. 

O alto custo da CD é um fator que deve ser levado em consideração, dessa 

forma, pesquisas dirigidas à produção tanto da CGTase quanto da CD que resultem 

em menor custo, são importantes para viabilizar de maneira econômica o uso de CD 

em escala comercial. 
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CONCLUSÃO GERAL 

A proposta deste trabalho foi empregar a ciclodextrina (CD) como agente 

inibidor do escurecimento em batatas e frutas. A novidade da proposta não foi à 

aplicação da CD diretamente no alimento, mas sim a enzima responsável pela sua 

produção, a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), esse trabalho mostrou pela 

primeira vez que a CGTase foi capaz de inibir o escurecimento de batatas e maçãs, 

uma vez que há na literatura o uso de ciclodextrina atuando como inibidor do 

escurecimento, principalmente em frutas e sucos de maçã e pêra, dados semelhantes 

ao nosso trabalho. Isso foi possível devido à sua capacidade de formar complexo de 

inclusão com os compostos fenólicos, evitando assim o desenvolvimento da reação.  

As ciclodextrinas naturais são uma das alternativas para substituir o uso de 

agentes químicos em alimentos processados que tendem ao escurecimento, uma vez 

que não traz prejuízos a saúde humana, sua aplicação aumentará se os custos forem 

reduzidos, dessa forma, estudos da produção de ciclodextrinas a partir da CGTase 

explicam o grande interesse dos pesquisadores. Para que isso seja possível é 

necessário conseguir novas linhagens de microrganismos com rendimentos elevados 

na produção de CGTase e que estas sejam mais termoestáveis. Estudos são 

requeridos para otimizar sua produção e conseqüentemente seu uso em alimentos 

sujeito ao escurecimento. 


	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	COMISSÃO EXAMINADORA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	APRESENTAÇÃO
	LISTA DE FIGURAS, TABELAS, ABREVIATURAS E SÍMBOLOS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE SÍMBOLOS

	SÚMARIO
	INTRODUÇÃO
	CAPÍTULO I
	I.1 Revisão da literatura
	I.2 Referências bibliográficas

	CAPÍTULO II
	Resumo
	Abstract
	II.1 Introdução
	II.2 Material e métodos
	II.3 Resultados e discussão
	II.4 Conclusões
	II.5 Referências bibliográficas

	CAPÍTULO III
	Resumo
	III.1 Introdução
	III.2 Material e métodos
	III.3 Resultados e discussão
	III.4 Conclusões
	III.5 Referências bibliográficas

	CONCLUSÃO GERAL



