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APRESENTAÇÃO

O e-book Avanços e Desafios da Nutrição no Brasil 3, traz um olhar multidisciplinar 
e integrado da nutrição com a Ciência e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é 
composta de 66 artigos científicos que abordam assuntos de extrema importância 
relacionados à nutrição e a tecnologia de alimentos. O leitor irá encontrar assuntos 
que abordam temas como as boas práticas de manipulação e condições higiênico-
sanitária e qualidade de alimentos; avaliações físico-químicas e sensoriais de 
alimentos; rotulagem de alimentos, determinação e caracterização de compostos 
bioativos; atividade antioxidante, antimicrobiana e antifúngica; desenvolvimento de 
novos produtos alimentícios; insetos comestíveis; corantes naturais; tratamento de 
resíduos, entre outros. 

O e-book também apresenta artigos que abrangem análises de documentos 
como patentes, avaliação e orientação de boas práticas de manipulação de alimentos, 
hábitos de consumo de frutos, consumo de alimentos do tipo lanches rápidos, programa 
de aquisição de alimentos e programa de capacitação em boas práticas no âmbito 
escolar. 

Levando-se em consideração a importância de discutir a nutrição aliada à 
Ciência e Tecnologia de Alimentos, os artigos deste e-book, visam promover reflexões 
e aprofundar conhecimentos acerca dos temas apresentados. Por fim, desejamos a 
todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera 
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CARACTERIZAÇÃO DE EXTRATOS DE MAÇÃ (Malus 
spp.) E DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
PELO MÉTODO DO ÁCIDO DINITRO 3,5-SALICÍLICO 

(ADNS)

CAPÍTULO 22

Bianca D’arck Melo Cavalcante
Universidade Federal de Santa Catarina, 

Departamento de Ciência e Tecnologia de 
Alimentos.

Florianópolis – SC

RESUMO: O Brasil destaca-se na produção de 
maçãs, principalmente a região sul. Contudo, 
a ocorrência de maçãs deterioradas é comum 
durante a estocagem por longos períodos 
em câmaras frias. As enzimas pectinolíticas 
(pectinases) estão presentes naturalmente 
nas maçãs e estão associadas à maturação. O 
método do ácido dinitro 3,5-salicílico (ADNS), 
proposto por Miller (1959), é utilizado para 
determinar a atividade enzimática. A fim de 
valorizar as maçãs deterioradas produzidas 
durante a estocagem sob refrigeração, o 
objetivo deste trabalho foi caracterizar extratos 
de maçãs e determinar a atividade da pectinase 
pelo método ADNS. As maçãs foram lavadas, 
cortadas, trituradas e filtradas. Os extratos (EF 
– extrato obtido de maçã Fuji deteriorada; EG 
- extrato obtido de maçã Gala deteriorada; e 
seus respectivos controles ECF e ECG) foram 
mantidos sob refrigeração. A enzima comercial 
de referência foi a Pectinex Ultra (Novoenzyme) 
(P) e a pectina cítrica comercial (Vetec®) 1 
% (p / p) como substrato. Os extratos foram 
caracterizados quanto ao teor de sólidos solúveis 

totais, pH, acidez titulável e proteínas solúveis 
totais. Foi realizada hidrólise por 60 minutos, a 
45, 50 e 60 °C, e a atividade enzimática dos 
extratos foi determinada pelo método do ADNS, 
em triplicata. EF e EG apresentaram menor pH 
e maior acidez. Todos os extratos apresentaram 
baixos teores de proteínas solúveis e sólidos 
solúveis totais. Todos os extratos apresentaram 
atividade da pectinase a 60 ºC, destacando-se 
EF (87,02 U/mL), indicando potencialidade de 
uso dessas matérias primas para a produção 
de enzimas pectinolíticas.
PALAVRAS-CHAVE: Maçãs deterioradas, 
pectinase, atividade enzimática, ADNS.

ABSTRACT: Brazil stands out in the production 
of apple, mainly the south region. It is a 
common occurrence of damaged apples during 
storage for long time in refrigerated chambers. 
Pectinolytic enzymes (pectinases) are naturally 
present in apples and are associated with 
maturation. The dinitro-3,5-salicylic acid method 
(DNS), proposed by Miller (1959), is used to 
determine the enzymatic activity. In order to 
evaluate the deteriorated apples produced 
during refrigerated storage, the present work 
aimed was characterized apple extracts and 
determined pectinase activity by the DNS 
method. The apples were washed, cut, crushed 
and filtered. The extracts (EF - extract obtained 
from deteriorated Fuji apple, EG - extract 
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obtained from apple Gala deteriorated, and their respective ECF and ECG controls) 
were kept under refrigeration. The commercial reference enzyme was Pectinex Ultra 
(Novoenzyme) (P) and commercial citrus pectin (Vetec®) 1 % (w / w) as the substrate. 
The extracts were characterized as total soluble solids content, pH, titratable acidity 
and total soluble proteins. Hydrolysis was performed for 60 minutes at 45, 50 and 60 
°C, and the enzymatic activity of the extracts was determined by the DNS method, in 
triplicate. EF and EG presented lower pH and higher acidity. All extracts presented 
low levels of soluble proteins and total soluble solids. All extracts showed pectinase 
activity at 60 °C, especially EF (87.02 U / ml), indicating the potential use of these raw 
materials for the production of pectinolytic enzymes.
KEYWORDS: Deteriorated apple, pectinase, enzymatic activity, DNS.

1 |  INTRODUÇÃO

A maçã (Malus spp.) apresenta alto teor de pectina, vitaminas, sais minerais 
e outros compostos que promovem benefícios à saúde humana (ANDRADE et al., 
2009). É a terceira fruta mais consumida e a oitava produzida no país (IBGE, 2017; 
REETZ et al., 2015). O Brasil é o décimo quarto maior produtor mundial de maçã, e em 
2017 foram produzidas 1.147.782 toneladas de maçã (IBGE, 2017; FAO, 2018; KIST 
et al., 2016).

A região sul é responsável por 98,8 % da produção nacional de maçã e Santa 
Catarina é o maior estado produtor (IBGE, 2017). Os principais municípios produtores 
são Vacaria-RS e São Joaquim-SC, seguidos por Fraiburgo-SC, responsáveis por 
38, 36 e 18 % da produção total, respectivamente (IBGE, 2015; PEREIRA; SIMIONI; 
CARIO, 2007). 

As maçãs são suscetíveis a danos mecânicos e apresentam padrão respiratório 
climatérico (KWEON, 2013). Além disso, podem carrear contaminações microbianas 
dos pomares e demais ambientes. Considerando que muitas permanecem em câmaras 
frias por um longo período, é comum observar a existência de maçãs deterioradas 
durante a estocagem (BRACKMANN et al., 2004). Temperaturas mais baixas 
retardam o processo respiratório e, por consequência, as alterações bioquímicas e 
microbiológicas são minimizadas (BRACKMANN et al., 2004; KWEON, 2013). 

A principal consequência da contaminação microbiana em maçãs são as perdas 
de produção durante a estocagem, sendo estas decorrentes do amolecimento dos 
tecidos vegetais provocado pela ação de enzimas pectinolíticas (também denominadas 
pectinases) (MALVESSI; SILVEIRA, 2004; UENOJO; PASTORE, 2007). São enzimas 
endógenas presentes nas maçãs, cuja ação está associada ao processo de maturação 
da fruta e ao amolecimento dos tecidos (KWEON, 2013).  

As enzimas são substâncias orgânicas específicas compostas por polímeros de 
aminoácidos de natureza proteica, que atuam, principalmente, como catalizadores 
biológicos de reações químicas (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; DAMODARAN; 
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PARKIN; FENNEMA, 2010; LI et al., 2012). Alguns fatores como a concentração de 
enzima ou de substrato, temperatura, pH e presença de cofatores influenciam na 
velocidade das reações enzimáticas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; LI et 
al., 2012). Além disso, a atividade enzimática pode variar de acordo com a estrutura da 
proteína, natureza do substrato e do grupo prostético (LI et al., 2012).

As pectinases são produzidas principalmente por fungos filamentosos (gêneros 
Aspergillus e Penicillium), leveduras e bactérias (BOM; FERRARA; CORVO, 2008). 
São enzimas que atuam na solubilização, desesterificação e despolimerização da 
pectina nativa (ALKORTA et al., 1998; BIZ et al., 2014). Têm diversas aplicações na 
indústria de alimentos e bebidas, incluindo a extração e clarificação de sucos; extração 
de pigmentos de frutas; estabilidade, filtração e clarificação de bebidas fermentadas; 
produção de molhos, polpas e purês (UENOJO; PASTORE, 2007).

As enzimas apresentam atividades de acordo com os tipos de reações químicas 
que catalisam (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; HARRIS; KESHWANI, 2009). 
Para determinar a atividade enzimática é necessário identificar as alterações químicas 
que envolvem a conversão de substrato a produto, além disso, estas alterações 
características devem ser quantificáveis (HARRIS; KESHWANI, 2009).

Os métodos permitem a determinação da atividade da pectinase total ou atividades 
individuais das poligalacturonases, pectina liases e pectina metilesterases (JAKÓB; 
BRYJAK; POLAKOVIC, 2009). Esses métodos podem ter a interferência da presença 
de outras enzimas, produtos químicos, pigmentos ou inibidores enzimáticos (BIZ et 
al., 2014). Dentre os mais utilizados, cabe destacar os métodos espectrofotométricos 
(colorimétricos) e viscosimétricos (JAKÓB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009), sendo 
o espectrofotométrico mais aplicado, por ser simples e preciso. A absorbância de 
luz na faixa do ultravioleta e do visível é avaliada, e há uma relação direta entre a 
concentração do analito (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; JAKÓB; BRYJAK; 
POLAKOVIC, 2009).

A determinação da atividade da pectinase via métodos espectrofotométricos inclui 
a hidrólise da pectina contendo a enzima, incubação por determinado período, sob pH, 
temperatura e concentração inicial de pectina conhecidos (BIZ et al., 2014; JAKÓB; 
BRYJAK; POLAKOVIC, 2009). Conforme o método de quantificação de açúcares 
redutores liberados, são obtidas as curvas padrão, por ADNS (MILLER, 1959) ou pelo 
método de Somogyi (1952). Ambos são simples, de fácil adaptação e reprodutibilidade 
em laboratório, além disso, podem ser utilizados para analisar elevado número de 
amostras (BIZ et al., 2014).

Os açúcares redutores possuem grupos carbonílicos capazes de se autoxidarem 
na presença de agentes oxidantes em soluções alcalinas. O ácido dinitro 3,5-salicílico 
(agente oxidante presente no reativo ADNS), sob condições alcalinas, reage com o 
carbono carbonílico dos açúcares redutores e se reduz a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, 
um composto colorido de absorbância a 540 nm (MILLER, 1959; SANTOS et al, 2017).

Os principais componentes que constituem a estrutura das substâncias pécticas, 
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são complexos formados por resíduos de ácido galacturônico unidos por ligações 
α-1,4, parcialmente esterificados por grupos metil éster (KASHYAP et al., 2001). 
O método proposto por Miller (1959) utiliza glicose para determinar os açúcares 
redutores, contudo, para determinar a atividade da pectinase por ADNS, a curva 
padrão é preparada com solução de ácido galacturônico (550 nm), por ser o composto 
majoritário da pectina (BIZ et al., 2014; JAKÓB; BRYJAK; POLAKOVIC, 2009).

A fim de valorizar as maçãs deterioradas produzidas durante a estocagem sob 
refrigeração, o objetivo deste trabalho foi caracterizar extratos de maçãs deterioradas 
e próprias para consumo (controle), dos tipos Fuji e Gala, e determinar a atividade da 
pectinase dos mesmos pelo método do ADNS.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material

As maçãs deterioradas e próprias para consumo (controle), foram fornecidas 
por cooperativas da região serrana de Santa Catarina e pelos boxes da Central de 
Abastecimento do Estado de Santa Catarina S/A (CEASA - SC)

Os reagentes utilizados foram de grau analítico, conforme o requerimento das 
análises.

A enzima comercial de referência foi a Pectinex Ultra, produzida pela Novoenzyme; 
e o substrato empregado foi a pectina cítrica comercial (Vetec®).

2.2 Métodos

2.2.1 Coleta e transporte das maçãs 

Foram coletados 10 Kg de maçãs Fugi e Gala deterioradas e próprias para consumo 
(controle), de modo aleatório em três visitas às cooperativas e uma ao CEASA - SC, 
em dias diferentes, somando 10 Kg o pool de amostras de cada visitação. As maçãs 
foram classificadas quanto à variedade, armazenadas em recipientes isotérmicos com 
gelo e transportadas até o laboratório de Tecnologia de Frutas e Hortaliças, CCA, 
UFSC.

2.2.2 Preparo dos extratos de maçã

Após selecionadas e classificadas, as maçãs foram lavadas em água corrente, 
cortadas, trituradas e filtradas. Os extratos foram acondicionados em tubos Falcon de 
50 mL, devidamente identificados (EF – extrato obtido de maçã Fuji deteriorada; ECF 
– extrato controle obtido de maçã Fuji; EG - extrato obtido de maçã Gala deteriorada; 
ECG – extrato controle obtido de maçã Gala), e mantidos sob refrigeração até a 
realização dos ensaios.
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2.2.3 Caracterização dos extratos de maçã

Os extratos obtidos de maçãs deterioradas e próprias para consumo (controle), 
dos tipos Fuji (EF e ECF) e Gala (EG e ECG) foram caracterizados quanto ao teor de 
sólidos solúveis totais (°Brix), pH em pHmetro (Quimis Q400MT), acidez titulável (IAL, 
2008) e proteínas solúveis totais (BRADFORD, 1976).

2.2.4 Determinação da atividade da pectinase por ADNS

Foram preparadas soluções de pectina a 1 % (m/v) contendo 0,1 mL dos extratos 
obtidos de maçãs deterioradas e próprias para consumo (controle), dos tipos Fuji 
(EF e ECF) e Gala (EG e ECG), e 0,1 mL da enzima comercial Pectinex Ultra (P), 
separadamente e em triplicata. Seguido da hidrólise em banho-maria a 45, 50 e 60 
ºC, por 60 minutos para cada temperatura, e determinada a atividade da pectinase. 
Após a hidrólise, a atividade da pectinase foi determinada pelo método do ácido 
dinitro 3,5-salicílico ADNS), conforme metodologia descrita por Miller (1959) com 
modificações.

Em tubos de ensaio devidamente identificados, foram adicionados 0,2 mL das 
preparações hidrolisadas, 1,8 mL de água destilada e 1 mL de ADNS. Os tubos foram 
aquecidos banho-maria (100 ºC por 5 minutos), em seguida, resfriados em banho 
de gelo. As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro UV–Vis 
(Hitachi, U-1800, Japan) (550 nm), e as absorbâncias do controle foram subtraídas 
das demais leituras. Considerando que a hidrólise da pectina gera ácido galacturônico, 
a curva padrão foi construída com ácido galacturônico (Sigma-Aldrich) (y = 0,0011x - 
0,0168; R2 = 0,9968).

De acordo com Jakób, Bryjak e Polakovic (2009), uma unidade (U) de pectinase 
é definida como a atividade enzimática que libera 1 µmol de ácido galacturônico por 
minuto sob as condições do ensaio.

2.2.5 Análise estatística

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, no mínimo, e para a análise 
estatística dos resultados foi utilizado o software STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., 
Tulsa, EUA). Foi realizada a análise de variância (ANOVA), seguido de teste de Tukey 
para determinar as diferenças significativas (p < 0,05) e os resultados expressos como 
média ± desvio padrão.  

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os extratos de maçã obtiveram pH entre 4,00 e 4,27 (Tabela 1), e o extrato obtido 
de maçã Gala deteriorada (EG) apresentou menor pH. Todavia, essa mesma amostra 
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apresentou maior acidez. Todos os extratos tiveram diferenças significativas (p < 0,05) 
em relação ao pH e acidez. 

Segundo Tapre e Jain (2014), as endo-pectinases, exo-pectinases e endo-
poligalacturonases produzidas por A. niger e P. frequentans, têm pH ótimo de atuação 
entre 3,5 e 6, sendo estas as possíveis enzimas pectinolíticas presentes nos extratos 
obtidos de maçãs Fuji e Gala deterioradas (EF e EG, respectivamente).

Os teores de proteínas solúveis (PS) dos extratos apresentaram diferenças 
significativas entre si (p < 0,05) em relação a variedade de maçã, mas não entre seus 
respectivos controles (Tabela 1). EG apresentou maior teor de PS (0,0662 g/ 100mL), 
contudo, todas as amostras apresentaram baixos teores de PS e esse resultado era 
esperado, uma vez que os teores de proteínas em maçãs são baixos (GRANERO et 
al., 2012). 

Amostra pH Acidez titulável
(mL/100 mL)

PS
(g/100 mL)

SST 
(°Brix)

EF 4,07 ± 0,03ª 1,12 ± 0,03a 0,0391 ± 0,00ª 4,00 ± 0,00a

ECF 4,27 ± 0,05b 0,92 ± 0,03b 0,0465 ± 0,00a 5,00 ± 0,00b

EG 4,00 ± 0,04c 1,20 ± 0,03a 0,0662 ± 0,00b 5,00 ± 0,00b

ECG 4,15 ± 0,01d 1,05 ± 0,02c 0,0660 ± 0,00b 4,23 ± 0,03c

Tabela 1 – pH, acidez titulável, teor de proteínas solúveis (PS) e sólidos solúveis totais (SST) 
dos extratos de maçã dos tipos Fuji e Gala deterioradas e próprias para consumo (controle).

Legenda: EF – extrato obtido de maçã Fuji deteriorada; ECF – extrato controle obtido de maçã Fuji; EG - extrato 
obtido de maçã Gala deteriorada; ECG – extrato controle obtido de maçã Gala. Resultados expressos como 
média ± desvio padrão (n ≤ 3). abcd- Letras minúscula sobrescritas na mesma coluna demonstram diferença 

significativa (p < 0,05).

 Os extratos de maçã apresentaram baixos teores de sólidos solúveis totais (SST) 
e não houve diferença significativa (p < 0,05) entre ECF e EG (Tabela 1). Contudo, 
de acordo com Tapre e Jain (2014), as enzimas pectinolíticas causam aumentos 
consideráveis de SST, o que não foi observado pois não houve aplicação dos extratos 
em produtos como polpas ou sucos.

 Após realizada a hidrólise por 60 minutos a 45, 50 e 60 ºC, verificou-se que a 
60 ºC EF apresentou melhor atividade da pectinase (87,02 U/mL) (Tabela 2). Contudo, 
nessa temperatura ECG apresentou maior atividade que EG. Nas demais temperaturas, 
a 45 ºC somente EF apresentou atividade enzimática (3,76 U/mL) e a 50 ºC somente 
EG (2,02 U/mL). Nas condições testadas, a enzima comercial (P) apresentou atividade 
enzimática em todas as temperaturas, porém a 60 ºC obteve maior atividade (106,20 
U/mL).

Foi observado que o aumento da temperatura influenciou positivamente na 
atividade da pectinase dos extratos de maçã e da enzima comercial (Tabela 2). 
Contudo, Poletto et al. (2015) verificaram que a 40 ºC a atividade da pectinase 
decai, possivelmente há uma inativação parcial da enzima devido à combinação de 
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temperatura e tempo de incubação.

Amostra 45 oC Atividade pectinase (U/mL) 
50 oC 60 oC

EF 3,76 ± 0,07Aa 0,00 ± 0,03Aa 87,02 ± 0,15ABb

ECF 0,00 ± 0,06Aa 0,00 ± 0,12Aa 42,27 ± 0,17ACb

EG 0,00 ± 0,10Aa 2,02 ± 0,10Aa 11,05 ± 0,07Cb

ECG
P

0,00 ± 0,02Aa

53,21 ± 0,05Ba
0,00 ± 0,19Aa

98,62 ± 0,03Bb
26,18 ± 0,07Cb

106,20 ± 0,05Bb

Tabela 2 – Atividade da pectinase dos extratos de maçã dos tipos Fuji e Gala deterioradas e 
próprias para consumo (controle), e da enzima comercial, após hidrólise por 60 minutos a 45, 

50 e 60 ºC.
Legenda: EF – extrato obtido de maçã Fuji deteriorada; ECF – extrato controle obtido de maçã Fuji; EG - extrato 
obtido de maçã Gala deteriorada; ECG – extrato controle obtido de maçã Gala; P – Pectinex Ultra. Resultados 

expressos como média ± desvio padrão (n ≤ 3). ab- Letras minúscula sobrescritas na mesma linha indicam 
diferenças significativas entre a atividade da pectinase em diferentes temperaturas testadas para a hidrólise do 

mesmo extrato. Diferentes letras maiúsculas na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os extratos 
analisados na mesma temperatura de hidrólise (p < 0,05).

Mohsen, Bazaraa e Doukani (2009) e Hendges et al. (2011), relataram que as 
pectinases produzidas por diferentes cepas de A. niger mostraram-se estáveis em 
temperaturas de até 30 °C, mas suas atividades foram reduzidas (60 a 80 % da inicial) 
após expostas a uma temperatura de 40 ºC durante 60 minutos. Esse comportamento 
não foi observado, pois nas condições analisadas os extratos de maçã e a enzima 
comercial apresentaram maior atividade enzimática com o aumento da temperatura 
de hidrólise.

4 |  CONCLUSÕES

Os extratos obtidos de maçãs deterioradas obtiveram menor pH e maior acidez 
que os obtidos de maçãs próprias para consumo. Todos os extratos apresentaram 
baixos teores de proteínas solúveis e sólidos solúveis totais. Além disso, todos os 
extratos demonstraram atividade da pectinase a 60 ºC, indicando potencialidade de 
uso dessas matérias primas para a produção de enzimas pectinolíticas. Contudo, mais 
estudos são necessários a fim de melhorar o desempenho dos extratos e garantir 
condições microbiológicas adequadas para viabilizar as aplicações dos mesmos. 
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