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RESUMO

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. Avaliacdo via Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia do efeito da microfiltracdo do suco da amora-preta (Rubus spp.) sobre a
composicdo de suas antocianinas majoritarias. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, posicdo que tem
como suporte as condi¢des favordveis de clima, solo e disponibilidade territorial do Pais. A
demanda por frutas frescas tem aumentado sistematicamente nos ultimos anos devido a
associacdo entre consumo de frutas e saide. Neste cendrio, o Brasil foi favorecido devido
ao grande destaque para as frutas tropicais nos principais mercados mundiais.
Paralelamente ao segmento de frutas frescas, o processamento de frutas no Brasil vem
mostrando um forte crescimento do consumo. O cultivo da amora-preta (Rubus spp.) tem
se tornado uma alternativa muito atraente, devido entre outros fatores, a elevada presenca
de compostos fendlicos na fruta, mais especificamente as antocianinas, e também ao baixo
custo de implantacio e manutencdo do pomar. Este trabalho teve como objetivo geral
avaliar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia o efeito da microfiltracdo do suco da
amora-preta sobre a composicdo de suas antocianinas majoritdrias (cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo) também caracterizadas no presente estudo. Para a
realizagdo do processo de microfiltragdo do suco da amora-preta, foi necessario realizar um
pré-tratamento enzimdtico para hidrolisar os polissacarideos e, como conseqiiéncia, reduzir
a viscosidade do suco, permitindo assim o escoamento do mesmo. As varidveis
operacionais para o pré-tratamento enzimdtico (temperatura de 35°C e concentra¢do do
extrato enzimdtico (Rapidase) igual a 4mL/kg) foram definidas neste trabalho através de
avaliacdo do comportamento reologico do suco de amora-preta integral e hidrolisado.
Foram observadas perdas de, aproximadamente, 45% para a cianidina-3-O-glicosideo e
39% para a cianidina-3-O-rutenosideo durante o processo de microfiltragdo. O rompimento
da parede celular durante o pré-tratamento enzimético reduziu estas perdas, uma vez que
ocasionou um aumento na disponibilidade das antocianinas, sendo entdo esta etapa

considerada fundamental para o processo.

Palavras-chave: Amora-preta. Antocianinas. Microfiltragdo. Tratamento enzimaético.



ABSTRACT

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. Avaliacdo via Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia do efeito da microfiltracdo do suco da amora-preta (Rubus spp.) sobre a
composicdo de suas antocianinas majoritarias. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Brazil is the third largest producer of fresh fruits, position supported by the
favorable climate, soil and the country territorial availability. Demand for fresh fruits has
grown in the recent years due to the association between consumption of fruit and health.
Consumers, concerned about health, have been buying more fruit juices in recent years,
with a great emphasis on Brazil at this market. In this scenario, Brazil was favored due to
the large emphasis on tropical fruits in the mainly world markets. At the same time, the
cultivation of blackberry (Rubus spp.) has become a very attractive alternative, due among
other factors, to the high content of phenolic compounds in fruit, especially the
anthocyanins, and also to the low cost of deployment and maintenance of orchard. The
main objective of this study was to evaluate by High Performance Liquid Chromatography
the effect of microfiltration , which is a unit operation widely used for industrial production
of juice, on the composition of the blackberry juice majority anthocyanins (cyanidin-3-O-
glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside) which were also characterized at this study. To
perform the microfiltration process of blackberry juice, it was necessary to conduct an
enzymatic pretreatment for hydrolysis of polysaccharides and, consequently, reduce the
juice viscosity, thereby allowing its flow. The operating variables for the enzymatic
pretreatment (temperature of 35°C and concentration of the enzymatic extract (Rapidase)
equal to 4mL/kg were defined in this work through rheological behavior study of raw and
hydrolyzed blackberry juices. It was observed loss of 44.9% for cyanidin-3-O-glucoside
and 39.3% for cyanidin-3-O-rutenosideo during the microfiltration process. The enzymatic
pretreatment prevented these values were higher, since caused an increase in the

availability of anthocyanins, so been this step considered very important to the process.

Keywords: Blackberry. Anthocyanins. Microfiltration. Enzymatic pretreatment.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da amora-preta (Rubus spp.) tem se tornado uma alternativa muito
atraente frente ao de outras fruteiras por ter menores custos de implantacio e manutencao
do pomar, apresentando, por exemplo, um indice de lucratividade de cerca de 78%. Os
custos mais baixos devem-se principalmente ao fato de se tratar de uma cultura rdstica, com
menor incidéncia de pragas e maior adaptacdo aos diferentes tipos de solo e condi¢Oes
climdticas. Adicionalmente, a producdo pode ser destinada tanto ao mercado de frutas
frescas como ao processamento da fruta, gerando produtos industrializados como sucos e
geléias (OLIVEIRA et al., 2004).

Nos Estados do Sul, Sdo Paulo e Sul de Minas Gerais, as condi¢des climdticas
permitem a oferta de frutas das espécies de clima temperado, como a amora-preta, por
diversos meses no ano. No Rio Grande do Sul (principal produtor brasileiro) a
produtividade de amora-preta pode alcangar até 10.000 kg/ha/ano (ANTUNES, 2002).

A drea cultivada com amoreira-preta vem aumentando nos ultimos anos,
principalmente devido ao seu sabor diferenciado e as propriedades benéficas a saude
(OLIVEIRA et al., 2008). Os beneficios sdo devidos principalmente a elevada presencga de
compostos fendlicos na fruta, mais especificamente as antocianinas, que sdo pigmentos
responsaveis pela variagdo de cores do vermelho ao roxo de frutas, flores e folhas, e que
apresentam alta atividade antioxidante (MOTA, 2007). Comparada a outros frutos ainda em
relacdo a sua capacidade antioxidante pode-se listar, em ordem decrescente: acerola,
manga, morango, uva, acai, goiaba, amora, graviola, maracuji, cupuacu e abacaxi
(KUSKOSKI, 2006).

O interesse por sucos de frutas tem aumentado muito nos quinze ultimos anos,
havendo um grande destaque para o Brasil por ser o maior produtor e exportador dos paises
em desenvolvimento (KUSKOSKI, 2006; CHAVES et al, 2004). A aplicagdo de
processos de separacdo por membrana na producio de sucos € uma técnica promissora, uma
vez que tem sido indicada como alternativa potencial para reduzir as perdas sensoriais e
nutricionais que podem ocorrer nos processos comumente utilizados para conservagao,

clarificaco e concentracio dos mesmos (VAILLANT et al., 1999; SA et al., 2003).
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Os processos de separacdo por membranas operam em baixas temperaturas
contribuindo para a manutencdo das caracteristicas originais das frutas (MATTA et al.,
2004), havendo assim a maior preservacdo dos compostos termosensiveis como as
antocianinas, que siao nutrientes importantes a fisiologia humana.

A amora-preta normalmente apresenta uma grande concentra¢do do polissacarideo
pectina, o que torna a sua polpa altamente viscosa. Sendo assim, para a utilizacdo de
tecnologias de membranas torna-se necessario avaliar suas propriedades reoldgicas e propor
alternativas vidveis para reduzir sua viscosidade uma vez que esta caracteristica esta
diretamente associada as propriedades de escoamento da polpa pelo sistema de membranas
(HAMINIUK et al., 2008).

A quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) das
antocianinas majoritarias presentes nos sucos de amora-preta submetidos ao processo de
separacdo por membrana permite avaliar o efeito da microfiltragdo na composicdo destes
nutrientes e pode se tornar um parametro de qualidade do suco.

A quantificagdo do teor de antocianinas € um procedimento critico devido as
dificuldades enfrentadas durante a aquisicdo de padrdes. Os padrdes analiticos comerciais
sdo disponibilizados em pequenas quantidades e com o grau de pureza baixo, além de
serem caros. O uso da Cromatografia Liquida de Alta Efici€éncia para o isolamento das
antocianinas majoritdrias do acai (cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo),
encontradas em grande teor neste fruto, € uma alternativa para superar estas dificuldades,
pois possibilita o uso das mesmas como padrdes analiticos na quantificacdo de outras
matrizes onde estas duas antocianinas estejam presentes, como € o caso da amora-preta

(GOUVEA et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagcdo, via
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do efeito da microfiltracdo sobre a composi¢cdo
das antocianinas majoritdrias da amora-preta. Os objetivos especificos foram:

¢ [solamento via CLAE das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-
O-rutenosideo a partir de amostra de acai liofilizado para utilizagdo como
padrdes analiticos;

e (aracterizagdo das antocianinas majoritdrias da amora-preta a partir de padroes
isolados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

e Selecdo das principais varidveis operacionais para o pré-tratamento enzimdtico
do fruto, temperatura e concentracdo do extrato enzimadtico, responsdveis pela
reducdo na viscosidade do suco de amora-preta,

e Avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimdtico do suco de amora-preta, sobre

0 seu teor de antocianinas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Amora-preta

A amoreira-preta pertence a familia Rosaceae, género Rubus, o qual engloba mais
de trezentas espécies nativas da Europa, Africa, Asia e América, inclusive do Brasil
(SANTOS et al., 1997). As plantas sdo na maioria das vezes de crescimento arbustivo de
porte ereto ou rasteiro, € os frutos sdo do tipo agregado, com sabor dcido a doce-icido e
coloragdo negra. Ainda que vendidos in natura, os frutos sdo preferencialmente
comercializados na forma industrializada, devido ao fato de possuirem elevada atividade
respiratéria € como conseqiiéncia uma vida pds-colheita curta. Os frutos podem ser
congelados, enlatados, processados na forma de polpa para utilizagdo em produtos lacteos
(como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), sucos e geléias (ANTUNES, 2002;
ANTUNES, 2003).

O fruto da amoreira-preta (Figura 3.1) contém, em média, 85% de dgua, 10% de
carboidratos, além de ser fonte de compostos funcionais, como dcido eldgico e antocianinas
(ANTUNES et al., 2002; MORENO-ALVAREZ et al., 2002).

A cultura da amora-preta é muito apropriada para a agricultura familiar, uma vez
que necessita de grande demanda de mio-de-obra e possui alta rentabilidade por area. No
Brasil, a drea cultivada é de aproximadamente 250 ha, com incremento de 5% ao ano
(OLIVEIRA et al., 2004).

No Brasil, na década de 1970, a cultura da amora-preta foi introduzida pela Estacdo
Experimental de Pelotas, atual Embrapa Clima Temperado, no Rio Grande do Sul. Desde
entdo, o seu cultivo cresceu neste Estado bem como em Sao Paulo e Minas Gerais, com a
introducdo e adaptacao de novas cultivares (ANTUNES, 2002).

Desde o inicio da cultura da amora-preta as seguintes cultivares foram lancadas no
Brasil: Ebano, em 1981, Tupi, em 1988, Guarany, em 1988, e Xavante, em 2004, além das
cultivares Brazos, Comanche e Cherokee nos Estados Unidos (SANTOS et al., 1997). As
cultivares citadas foram lancadas no Brasil pela Embrapa Clima Temperado, a qual vem
conduzindo desde 1975 um programa de melhoramento genético da amoreira-preta

(Oliveira et al., 2008).



18

Figura 3.1 — Fruto da amora-preta (Fonte: websmed.portoalegre.rs.gov.br).

3.2.2 Propriedades reologicas da polpa da amora-preta

O comportamento reoldgico e as propriedades de fluxo de polpas de frutas
desempenham um importante papel no desenvolvimento e avaliacdo de equipamentos de
processos tais como bombas, tubulagdes, trocadores de calor, evaporadores, esterilizadores
e agitadores. As pectinas, também presentes na amora-preta, influenciam o comportamento
reolégico das polpas das frutas devido as suas propriedades geilificantes. E um
polissacarideo natural, frequentemente usado como aditivo alimentar, sendo constituido, em
grande parte, por unidades de 4acido-o-(1-4)-D-Galacturdnico com alguns grupos
carboxilicos presentes na forma metil éster (HAMINIUK et al., 2009).

Segundo Haminiuk et al. (2006), a viscosidade aparente da polpa de amora diminui
com o aumento da taxa de deformacdo e temperatura. O efeito da temperatura sobre a
viscosidade aparente pode ser representado pela equacdo de Arrhenius (equacdo 3.1), onde
a ordem de grandeza da energia de ativagdo mostra a dependéncia da viscosidade com a

temperatura.

—FEa

H=pet

onde:

u- viscosidade (cP);
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Ea - energia de ativacdo do fluxo (kcal/gmol);
R - constante do gés ideal (1,987)(10'3 kcal/gmol.K);

T - temperatura absoluta (K).

z

Segundo Branco (1995), o conhecimento dos parametros reologicos é importante
nas aplicacdes industrias ndo sé para determinar o consumo de energia necessirio para
bombear uma polpa de fruta altamente viscosa, mas também para resolver problemas como
incorporagdo de ar, o que pode causar dificuldades na operacdo de bombeamento e reacdes
indesejdveis como oxida¢do, além de contaminagao.

De acordo com Ibarz et al. (1996) o comportamento reoldgico dos sucos de frutas,
em geral, ndo pode ser descrito como o de um fluido Newtoniano. Para os fluidos nio-
Newtonianos a relacdo entre a taxa de deformacdo e a tensdo de cisalhamento ndo é
constante.

Todos os produtos liquidos derivados de frutas sdo sistemas bifdsicos, compostos
por particulas s6lidas dispersas em um meio aquoso. A maioria escoa com caracteristicas
pseudoplasticas (a viscosidade aparente decresce com a taxa de deformagdo), mostrando,
por vezes, uma resisténcia inicial ao escoamento (COSTELL & DURAN, 1982).

A Lei da Poténcia ¢ comumente usada para descrever o comportamento de fluidos
ndo-Newtonianos. O modelo de Ostwald-de-Waelle (equacio 3.2) e o modelo de Herschel-
Bulkley (equacao 3.3) sdo os mais adequados para este tipo de fluido (FERREIRA et al.,
2002;MELO et al., 2008).

onde:
7 - tensao de cisalhamento (Pa);

K — indice de consisténcia (Pa.s");
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dv/dy - taxa de deformacio (s™);

n — indice de comportamento do fluido (adimensional).

Geralmente, os fluidos alimenticios, como as polpas de fruta, sdo um caso especial

da expressao de Herschel-Bulkley, na qual a tensdo limite de escoamento (Tp) € nula, ou se

assume como zero, de forma que a equagdo 3.2 torna-se a mais utilizada (BALISCHI et al.,

2002).

3.2 Flavonoides

Os flavondides sdo estruturas aromadticas encontradas naturalmente nas plantas,
sendo classificados como metabdlitos secunddrios destas. Sdo pigmentos naturais presentes
nos vegetais e que possuem importante acdo contra agentes oxidantes, como por exemplo,
aos raios ultravioleta, a poluicdo ambiental, a substancias quimicas presentes nos alimentos,
entre outros (MARTINEZ-FLORES, 2002).

Dentre os compostos fendlicos de maior interesse para a saude, os flavonodides
destacam-se por apresentarem efeitos protetores contra vdrias doengas, como as
cardiovasculares e o cancer (WALLE, 2004).

Os flavondides apresentam uma estrutura comum composta por dois anéis
aromadticos ligados por trés carbonos e um dtomo de oxigénio formando o nicleo flavano
(Figura 3.2), que é um heterociclo oxigenado. O grau de oxidacdo e o padrdo de

substituicdo do anel C determinam as classes de flavondides e dentro destas o padrdo de

substituicao nos anéis A e B definem os compostos especificos (RHODES,1996).

Figura 3.2 — Nucleo Flavano (BRAVO, 1998).
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Os flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendo 6 grupos os que se
incluem na dieta humana. Estes 6 sdo denominados por flavandis, flavondis, flavonas,
antocianidinas, isoflavondides e flavononas (MARTfNEZ—FLORES, 2002; YILMAZ &
TOLEDO, 2004).

Tabela 3.1 — Principais classes e fontes de flavon6ides em alimentos

Classes Coloracdo Exemplos Comentdrios
Antocianinas Azul, vermelha e violeta Cianidina As antocianinas sdo
Delfinidina predominantes em frutas e
Peonidina flores e provavelmente

foram os primeiros
flavondides a serem
isolados. Sao usadas como

corantes.
Flavanas Incolor Catequina As flavanas sdo encontradas
Epicatequina em frutas e chds (verdes ou
Luteoforol pretos). Biflavanas sdo
Procianidina encontradas em frutas,
Theaflavina Iipulo, nozes e bebidas. O

sabor peculiar de algumas
bebidas, frutas, chés e
vinhos é devido,
principalmente, a presenga
de biflavanas.

Flavanonas Incolor para um amarelo Hesperidina As flavanonas sao

palido Naringenina encontradas quase que

exclusivamente em frutas
citricas.

Flavonas Amarelo palido Apiagenina As flavonas também sdo

Luteolina encontradas quase que
Diosmetina exclusivamente em frutas

Tangeretina citricas. Conferem o
Nobiletina pigmento amarelo em

flores. Os compostos mais
comuns sd0 a apianina e a

luteolina.
Flavondis Amarelo palido Quercetina Os flavondis estdo presentes
Rutina em diversas fontes, sendo
Mircetina predominantes em vegetais
Kaempherol e frutas.

A quercetina € o principal
representante da classe.
Isoflavondis Incolor Daidzeina Os isoflavondis sdao
Genisteina encontrados em abundancia
nos legumes,
principalmente na soja.

Fonte: (LOPEZ et al., 2000)
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3.2.1 Antocianinas

As antocianinas da familia dos flavondides constituem grupo de pigmentos soliveis
em 4gua responsdveis pela maioria das cores vermelha, laranja e azul de flores e vegetais
(BROUILLARD, 1982). Devido as suas propriedades antioxidantes, possuem importante
papel na prevengdo ou no retardamento do aparecimento de varias doencas (MARTINEZ-
FLORES, 2002; KUSKOSKI et al., 2004; DOWNHAM & COLLINS, 2000).

As antocianinas possuem espectro de cor que vai do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons de
purpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa coloragdo a esses
pigmentos que se encontram dispersos nos vactiolos celulares (DEGASPARI, 2004).

Os frutos considerados ricos em antocianinas sdo intensamente coloridos, com suas
cores variando principalmente entre o roxo e o preto (MACHEIX et al., 1990). Virias
pesquisas tem sido realizadas com o intuito de se eliminar ou pelo menos reduzir o uso de
corantes alimenticios sintéticos, dando lugar ao uso de corantes de fontes naturais, como as
antocianinas, por exemplo (FRANCIS, 1989; ESPIN et al., 2000; HAKE & QUINN, 2008).

Durante o armazenamento, as antocianinas podem sofrer modificacdes devido a
sensibilidade a temperatura, oxigénio, luz e ac¢do enzimatica (JACKMAN et al., 1987,
FRANCIS, 1989).

Na natureza, as antocianinas ocorrem glicosiladas, sendo que as agliconas sio
conhecidas como antocianidinas. A forma bdsica das antocianinas é a do cation flavilium
(Figura 3.3) (MALACRIDA & MOTTA, 2006). Além do grupo de acticares, a molécula de
antocianina pode vir, frequentemente, ligada a um grupo de 4cidos organicos e outros
substituintes.

+
/0\

/

Figura 3.3 — Cation flavilium (BOBBIO & BOBBIO,1995)
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As antocianinas encontradas em alimentos sdo todas derivadas das agliconas
pertencentes aos seguintes pigmentos bdsicos: malvidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, cianidina e pelargonidina, as quais diferem entre si quanto ao ndmero de
hidroxilas e ao grau de metoxilas presentes no anel B (LIMA et al., 2006) (Figura 3.4). A
formacdo do glicosideo e a maior presenca de grupos OCH3 conferem, em geral, cor mais
avermelhada e maior estabilidade a oxidacdo e ao calor do que o aumento das
hidroxila¢des, que por sua vez proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELITZ et

al., 2009).

OH
CH,0H
Aglicona Substituigao glicosidica Acilagdo
(Estrutura do anel B) (substituicdo nas posicbes 3 (esterificacdo das hidroxilas do
e5) aglcar)
Ry=R;=H Pelargonidina D-glicose Acidos cinAmicos
Ri=0H,R;=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R,=R,=0H Delfinidina D-nlose Fenilico
R;=0CH; R;=H Peonidina L-ramnose Caféico
Ry=0CH,, R;=0H Petunidina L-arabinose
R,=R,=0CH, Malvidina Rutinose Acidos alifaticos
Soforose Acético
Sambubiose Maldnico
Genfiobiose Succinico

Figura 3.4 — Estruturas quimicas das antocianinas (MALACRIDA & MOTTA, 2006)

As antocianinas podem prevenir danos causados pelos radicais livres através de
varios mecanismos, como por exemplo, o carreamento direto do radical livre. As
antocianinas sdo oxidadas pelos radicais, resultando em um radical menos reativo e mais
estdvel. Em outras palavras, as antocianinas estabilizam as espécies reativas de oxigénio
através de sua reacdo com o componente reativo do radical. O alto poder de reacdo do
grupo hidroxil das antocianinas com o radical torna-o inativo (NIJVELDT, 2001). Esta

reacdo pode ser observada na equagdo abaixo:

Antocianina (OH) + R* > Antocianina (O*) + RH
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onde: R* = radical livre e O* = radical livre de oxigénio.

Este mecanismo ilustra a importincia dos grupos hidroxilas para a elevada
capacidade antioxidante das antocianinas, como por exemplo, das delfinidinas e cianidinas
(KUSKOSKI et al, 2004).

As antocianinas apresentam cores diferentes dependendo do pH do meio em que se
encontram (Figura 3.5), ocorrendo a obten¢@o de solugdes incolores ou coloridas, podendo
ser vermelha, violeta, azul ou amarela (TERCI & ROSSI, 2002). Esta possibilidade de
mudanca de coloracdo é considerada uma das desvantagens das antocianinas quando
comparadas aos corantes sintéticos (ANDERSEN et al., 1998).

Segundo Xavier (2004), em solucdes aquosas, as antocianinas se encontram
comumente na forma de uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio:
cation flavilium (vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e
chalcona (incolor ou levemente amarela). Em pH abaixo de 2, as antocianinas apresentam-
se basicamente na forma catidbnica; com o aumento do pH, ocorre uma rapida
desprotonacdo para formar a base quinoidal. Em meio aquoso a hidratacdo do cation
flavilium leva ao equilibrio entre a forma carbitol e chalcona. A temperatura ambiente, e
em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as formas carbitol e calcona é muito
lento e leva horas para ser atingido. O aumento da temperatura desloca o equilibrio na
direcdo da formacdo da base chalcona (HEREDIA et al., 1998).

O meio 4cido faz com que o cétion flavilium ndo seja desprotonado, preservando
assim a estrutura. Em pH mais alto ocorre a desprotonacdo das antocianinas e com isso 0
oxigénio fica mais reativo ficando mais facil de ocorrer associagdo com outra molécula, o

que pode dar origem as antocianinas poliméricas.
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Figura 3.5 — Equilibrio das antocianinas em solugdo aquosa (XAVIER, 2004).

3.2.2 Antocianinas na Amora-preta

Segundo Hassimotto et al. (2004), dentre os compostos fendlicos identificados em
cinco cultivares de amora-preta, a cianidina foi o pigmento que predominou,
correspondendo a mais de 65% das antocianinas totais.

Kuskoski et al. (2006) encontraram 41,8mg equivalente de cianidina-3-glucosideo
por 100g de antocianinas totais na polpa de amora.

Harbone (1958) caracteriza as principais antocianinas da amora como cianidina-3-

glucosideo (Figura 3.6) e cianidina-3-rutenosideo (Figura 3.7).
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OH
OH
Figura 3.6 — Estrutura da cianidina-3-glicosideo.
OH
OH
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Figura 3.7 — Estrutura da cianidina-3-rutenosideo.

Segundo Ferreira (2008), as antocianinas identificadas em amora-preta (Rubus spp.)
cultivar Tupy foram cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-dioxalil-glucosideo, cianidina-3-
malonil-glucosideo e cianidina-3-rutinosideo, sendo a primeira a majoritéria,
correspondendo a aproximadamente 92,7% das antocianinas totais. Foi encontrado teor de

antocianinas totais igual a 104,1 £ 1,7mg/100g de fruta.
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3.3 Procedimentos analiticos

Grande parte das pesquisas voltadas para a extragcdo, purificacdo, separacao,
identificacdo e quantificacdo de antocianinas demanda equipamentos caros, além de uma
etapa longa de preparo da amostra. Os métodos usados para a andlise de antocianinas
incluem cromatografia em papel, cromatografia em camada fina, cromatografia em coluna,
extracdo em fase sdlida, cromatografia contra-corrente, espectroscopia de absor¢do UV-
Visivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de massa (MS) e
espectrometria de ressoniancia magnética e nuclear (TAKEOKA & DAO, 2002; SKREDE
& WROLSTAD, 2002).

3.3.1 Extracdo das antocianinas

As antocianinas sdo muito soliiveis em dgua, sendo extraidas com facilidade a partir
do uso de dgua, metanol e etanol. Com o intuito de prevenir a oxidac¢do destes pigmentos, a

extracao € realizada em meio dcido (LEE & HONG, 1992).

Apesar da sua toxicidade, o metanol é o solvente mais utilizado na extracdo das
antocianinas. A mistura etanol/dgua apresenta menor eficiéncia na extracdo destes
pigmentos. Em termos quantitativos, o metanol € 20% mais eficiente que o etanol, sendo
este utilizado somente quando o aspecto quantitativo ndao € importante (TERCI, 2004).

A temperatura € outro fator que deve ser controlado na etapa de extracdo das
antocianinas. A hidrélise completa dos agucares ligados as antocianinas ocorre em 1 hora a
60°C na presenca de etanol acidificado, ou quando o extrato etandlico € evaporado sob
aquecimento com temperaturas superiores a 40°C. Para garantir a integridade das
antocianinas deve-se conduzir estas operacOes abaixo das temperaturas citadas
(OKUMURA et al., 2002). O extrato bruto obtido nesta etapa contém, além das
antocianinas, outros compostos fendlicos, agucares e dcidos organicos. Desta forma,
quando necessdrio, pode-se fazer a purificacdo do extrato para utilizd-lo em outras etapas

da analise (CAMPOS, 2006).
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3.3.2 Isolamento das antocianinas

A cromatografia em coluna aberta é considerada como uma técnica alternativa para
o isolamento de substancias em uma quantidade relativamente alta, as quais podem
posteriormente ser usadas como padrdes analiticos (PACHECO, 2009). Pelas razodes
citadas, esta € considerada uma técnica apropriada para o isolamento de antocianinas
(CAMPOS, 2006).

Campos (2006) isolou antocianinas presentes em extrato previamente purificado
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. As fracOes foram coletadas
manualmente diretamente do cromatdgrafo para tubos de ensaio, sendo em seguida
realizadas leituras de absorvancia em espectrofotdmetro a 517nm. Apds este procedimento,
as fracdes foram mantidas por aproximadamente 4 horas em evaporador para eliminag¢do do

solvente.

3.3.3 Identificagdo e quantificacdo

3.3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com origem no grego “‘chroma + graphein”, a cromatografia ou escrita da cor, € um
método contemporaneo que ganhou relevancia por volta de 1903, com o botanico Mikhail
Semenovich Tswett, nascido em Asti (Itdlia) a 14 de Maio de 1872, sendo a familia
origindria da Russia. Apds ter estudado na Universidade de Genebra (Suica), mudou-se
para S. Petersburgo (Russia) em 1896 onde comecou a trabalhar como assistente no
laboratério de botanica da Academia de Ciéncias dos Imperadores Russos. Foi mais tarde
considerado o pai da cromatografia moderna, através dos vdrios trabalhos experimentais
que efetuou, particularmente na separacdo de extratos de plantas por adsor¢do diferencial
em colunas de vidro (Figura 3.8), tendo verificado a nitida separacdo de diversos pigmentos
corados. Desde entdo, enormes avancos tém sido concretizados com elevado mérito por
diversos cientistas pioneiros no desenvolvimento e aperfeicoamento desta importante

técnica de separacdao (ETTRE, 2000).
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‘chioraphylis

Figura 3.8 - Exemplo de separacdo cromatografica de carotendides em coluna de vidro (PACHECO, 2009).

Segundo Rosa (2005) a cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica
instrumental de grande precisdo, que utiliza os principios da cromatografia liquida cldssica
em equipamentos (figura 3.9).

M T

Figura 3.9 — Modelo comercial de um cromatégrafo liquido (ROSA, 2005).

Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 3.10) é composto por
um sistema de reservatério de solvente, uma bomba, um injetor de amostra, uma coluna,
um detector e um computador com software de aquisicdo e processamento de dados

(ROSA, 2005).
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Figura 3.10 — Sistema bésico de um cromatdgrafo liquido (ROSA, 2005)

O perfil de antocianinas € distinto para diferentes frutas, podendo ainda variar de
acordo com a cultivar analisada. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (DAD) tem sido a ferramenta mais usada
ultimamente para a identificacdo e quantificacdo das antocianinas.  Antocianinas
individuais podem ser separadas por sua polaridade, o que as confere tempos de retengcdo
diferentes. A quantificacdo das antocianinas pode ser realizada pela comparacdo com um
padrdo externo. Contudo, quando se usa somente um padrdo analitico para quantificar
diferentes antocianinas presentes na amostra, normalmente a cianidina-3-glicosideo, as
concentragdes reportadas podem ser inferiores as reais (DURST et al., 2005; HONG &
WROLSTAD, 1990; FRANCIS 1982). Deve-se ainda ressaltar que a quantificacdo de
antocianinas é considerada um problema critico devido a dificuldade de se obter padrdes
comerciais seja pelo alto preco ou pelo baixo grau de pureza disponivel no mercado
(GIUSTI, 1999).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, as colunas utilizadas sdo
aquelas que possuem grupos funcionais apolares (C8, C18 e C30) quimicamente ligados ao

suporte de silica, como ilustrado na Figura 3.11 (ROSA, 2005).



31

1
>SiOSiCI)C|)C|)X

Grupo separador
ou ancora

Figura 3.11 - Estrutura de uma fase ligada a silica. X = OH, CN, NH2, C8, C18 ou C30 (ROSA, 2005).

Os mais populares detectores em CLAE sdo os detectores de absorbdncia de
radiacdo ultra-violeta. O principio de funcionamento dos mesmos €é que a fase mével que
emerge da coluna passa através de uma pequena célula que € mantida no caminho de um
feixe de radiacdo UV-Visivel, provinda de uma lampada de deutério (UV), ou tungsténio
(Visivel). A radiagdo ndo absorvida é medida em um dispositivo denominado fotodiodo
(SKOOG et al., 1997).

Nos detectores de arranjo de fotodiodos a radiagdo policromdtica apds passar
através da amostra € dispersa por uma grade fixa (monocromadores), atingindo o arranjo de
fotodiodos(de 512 a 1024 diodos). Cada diodo mede uma banda estreita de comprimento de
onda no espectro, dessa forma o PDA tem uma aquisi¢do de dados paralela, todos os pontos
do espectro sendo medidos simultaneamente. A habilidade de fazer medidas de multiplos
comprimentos de onda e a alta velocidade de aquisicdo significa que varias técnicas de
amostragem de sinal podem ser usadas para reduzir o ruido e aumentar a sensibilidade
(SKOOG et al., 1997). Outro ponto importante do uso do detector de arranjo de fotodiodos
€ que através da aquisicdo de espectros do componente puro e de possiveis impurezas,
torna-se vidvel avaliar a pureza de cada pico (HARBONE, 1993).

Outra metodologia que vem sendo utilizada recentemente para a andlise de
antocianinas € a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de
massa. Esta combinacdo gera resultados para a determinagdo de estruturas de misturas de

antocianinas (GLASSGEN et al., 1992b).
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E comum quando se trabalha com misturas naturais complexas de antocianinas com
uma ampla faixa de polaridade, a necessidade de se otimizar o método cromatogréfico,
realizando as devidas alteracOes nos solventes e perfil de gradiente usados (STRACK &

WRAY, 1989).

3.3.3.2 Métodos espectroscopicos

Os métodos espectroscopicos englobam a espectroscopia de absor¢do UV-Visivel
(Figura 3.12), espectrometria de massa (MS) e a espectroscopia de ressoniancia magnética
nuclear (RMN) (Takeoka & Dao 2002; Skrede & Wrolstad 2002).

O avanco rapido e continuo nas técnicas instrumentais, em particular as que
envolvem espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de
massa (MS), tem contribuido muito nos dltimos anos para a elucidagdo estrutural em todos
os campos da quimica de produtos naturais. Para as antocianinas isto significa que mesmo
as maiores € mais complexas estruturas podem ser determinadas com estas técnicas. Em
geral, tais determinacdes ndo requerem longas reacdes de derivatizagdo ou degradacdo
(HARBONE, 1993).

Petri et al. (1997) propuseram um método no qual se utiliza a técnica de
espectroscopia de absorcao UV-Visivel para a quantificagdo de antocianinas, onde o cloreto
de uma antocianina padrdo, mais precisamente o cloreto de malvidina, € utilizado para a
construcdo de uma curva analitica em meio dcido, onde as antocianinas apresentam-se
como cétion flavilico.

Outro exemplo de método usando espectroscopia de absorcdo UV-Visivel é o
subtrativo, onde agentes oxidantes sdo utilizados, provocando a descoloragdo das
antocianinas (WROLSTAD et al., 1982; SOMERS & EVANS, 1974). Pela diferenca entre
a medida de absorvancia da solucdo de antocianinas e da solucdo contendo o agente
descolorante, a absorvancia da antocianina € determinada e convertida em concentragdao
através de uma curva analitica previamente preparada a partir de pigmentos purificados
(JACKMAN et al., 1987).

Segundo LEE et al. (2008) o método do pH diferencial para quantificacdo das
antocianinas totais, o qual contempla o uso da espectroscopia de absor¢cao UV-Visivel, é

validado e consiste em uma metodologia simples, rdpida e confidvel. Esta metodologia tem
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sido muito utilizada pelas comunidades cientifica e industrial para a quantificacdo das
antocianinas. Este método torna-se uma opg¢do vantajosa quando nos extratos ha a presenca
de produtos de degradagdo (agucares e antocianidinas). Este método se baseia na obtengdo
de espectros das solu¢des em 2 valores de pH, visto que com a alteracdo deste parametro,
sdo observadas transformacgdes nas estruturas das antocianinas € consequentemente na
coloragdo das solugdes (JACKMAN et al., 1987). Sdo utilizadas solugdes de pH 1,0 e 4,5
para diluicdo do extrato, sendo as leituras feitas em 2 comprimentos de onda (517nm =
absor¢do maxima; 700nm = auséncia de absorcdo). A absorbancia das solu¢des a 517nm
em pH 1,0 é proporcional a concentracdo das antocianinas presentes, enquanto a
absorbancia das solugdes neste mesmo comprimento de onda, porém em pH 4,5, equivale
aos produtos de degradagdo das antocianinas. O cation flavilico, de coloracdo vermelha, € a
forma predominante em pH 1,0 enquanto que o carbinol, incolor, predomina em pH 4,5. As
leituras a 700nm corrigem eventuais espalhamentos de luz causados por particulas em

suspensdo. A concentragdo das antocianinas € calculada de acordo com a Equagdo 3.2, onde

a absorvancia usada € obtida pela Equacdo 3.3 (CAMPOS, 2006).

AxM,,

C=—"--1
exb (Eq.3.2)

A = (As17am — A700nm) pt=1,0 = (As170m — A7000m) pr=45 (Eq. 3.3)

onde:

C € a concentracdo de antocianinas em g/L;

A € a absorvancia calculada pela equacao II;

MM é a massa molar da cianidina-3-glicosidica (449,2 g.mol™);

€ € o coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-glicosideo;

b € o caminho 6ptico da cubeta usada no espectrofotdometro.

A cianidina-3-glicosideo € largamente usada como padrdao de antocianinas em
diversos procedimentos experimentais devido a abundancia desta antocianina em frutas

vermelhas (TERCI, 2004).
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Figura 3.12- Modelo comercial de espectrofotdmetro UV-18OO - Shimadzu.

3.3.3.3 CLAE x Espectroscopia de absorcdo UV-Visivel

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é considerada uma técnica muito precisa
para a quantificacdo de antocianinas. A sua principal limitagdo estd relacionada a
dificuldade de obtencdo e o elevado custo dos padrdes comerciais (CHANDRA et al.,
2001).

Os métodos espectroscopicos de absorcdo UV-Visivel sdo considerados uma
alternativa de baixo custo, além de nao requererem o uso de padrdes de antocianinas apds o
estabelecimento das condi¢des de determinag¢do das mesmas (WROLSTAD et al., 1982).

Segundo Lee et al. (2008), o método de pH diferencial, o qual usa
espectrofotdmetro UV-Visivel, é uma boa alternativa para os laboratdrios que ndo possuem
um cromatdgrafo liquido. A cromatografia liquida de alta efici€éncia permite a identificagdo
e a quantificacdo das antocianinas, enquanto que o método de pH diferencial permite

somente a quantificacdo das mesmas.

3.4 Processos de separacao por membrana

Uma membrana pode ser definida como uma barreira que separa duas fases e que
restringe, total ou parcialmente, o transporte de uma ou vdrias espécies quimicas presentes
(CHERYAN, 1986; NOBLE, 1993). A classificagcdo das mesmas pode ser feita a partir das

suas caracteristicas morfolégicas como, por exemplo, a presenga ou auséncia de poros, o
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tamanho dos mesmos e o grau de simetria, a partir de caracteristicas quimicas como em
relacdo ao material que a constitui e ainda de acordo com a forma e tipo de médulo em que
estdo inseridas (MULDER, 1991). O tipo de for¢ca motriz utilizado e a composi¢do da
membrana definem os diferentes processos: microfiltragdo, ultrafiltragdo, nanofiltragdo,
didlise, osmose inversa, evaporacdo osmotica, pervaporagdo, permeacdo de gases

(PORTER, 1990).

Os processos com membranas estdo sendo aplicados nos mais diferentes setores
industriais, para as operagdes de separacdo, purificacdo ou concentracdo. Esta tecnologia
apresenta-se adequada partas certas aplicacdes especificas onde os métodos convencionais
de separacdo mostram-se ineficientes, gerando grande quantidade de efluentes e/ou custo
operacional elevado. O aumento da rigidez imposta pelas regulamentagdes ambientais nas
ultimas décadas também contribuiu de forma positiva para o crescente uso da tecnologia de
separagdo por membranas. Neste sentido, a utilizacdo de membranas possibilita reducao
dos desperdicios e aumento nas oportunidades de recuperagdo e reciclagem de substancias,
possibilidade de separagio de compostos termoldbeis (HABERT, BORGES & NOBREGA,
2006).

Os modelos matemdticos visando relacionar a for¢ca motriz com o fluxo permeado
sdo importantes para se entender os mecanismos de separacdo envolvidos nos processos
com membranas.A forca motriz, pode ser a diferenca ou gradiente de pressdo hidrostética,
de pressdo parcial, de concentracdo e de potencial elétrico (LOPES et al., 2007; MATEUS
et al., 1993).

Nos processos que utilizam a diferenca de pressao como forca motriz o fluxo
permeado (JP) € diretamente proporcional a diferenca de pressdo efetiva (AP), conforme

apresentado na Equacdo 3.4.

Jp = P, (AP) (Eq. 3.4)

onde:
Py — permeabilidade hidraulica;

AP — diferenca de pressdo aplicada entre os dois lados da membrana.
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A capacidade seletiva da membrana pode ser calculada através do coeficiente de
rejeicdo R, definido como a fracdo de soluto retida pela membrana, para uma dada

concentragdo de alimentagdo, como descrito na Equacao 3.5:
R(%)=[(C,-C,)/C,]x100 (Eq. 3.5)

onde:
Ca — concentragdo de soluto na alimentacgdo;

Cp — concentragao de soluto no permeado.

Os processos de micro, ultra e nanofiltracdo utilizam membranas porosas cuja
seletividade é caracterizada pela diferenca de tamanho entre as moléculas da solugdo e os
poros da membrana; promovendo, entdo, um fluxo convectivo com escoamento do
permeado por entre os poros. Estes processos diferem entre si pelo tamanho dos poros, que
diminuem da microfiltracio para a nanofiltracdo (0,6 wm para 100 Da) aumentando a

resisténcia a permeacdo e, conseqiientemente, a diferenca de pressao aplicada (Figura 3.13)
(CRUZ, 2008).

Microfiltragdo Particulas suspensas

Macromoléculas

[LLALEL RLLLLLLFLLLLI DL L LA L Il

" Solutos de baixo PM

Sais

Ultrafiltragdo

Nanofiltragao

Osmose Inversa

bral, L. M. C

Agua

Figura 3.13 — Processos de separa¢do por membrana em fun¢@o do tamanho dos poros
(CRUZ,2008).

z

O decréscimo no fluxo de filtrado ou permeado, € um dos principais fatores
limitantes nestes processos de separacao. Tal situacdo pode estar associada a fendmenos
como a polarizagdo por concentragdo, adsorcdo e bloqueio de poros. Estes fendmenos

podem ser minimizados através de pré-tratamentos que promovam uma diminui¢do dos
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s6lidos em suspensdo presentes na polpa como a centrifugacdo, tratamento enzimatico ou
refino, ou ainda através de alteracdes das condi¢cdes de processamento (CRUZ, 2008,

LOPES et al. 2007).

Os processos de separacdo por membrana podem ser operados em escoamento
tangencial ou frontal (Figura 3.14). Quando ocorre o processamento de uma solu¢do ou de
uma suspensdo no modo frontal, o permeado passa através da membrana e o soluto, ou os
materiais em suspensdo, sao retidos, ficando acumulados na superficie da membrana. Trata-
se de um modo de operacdo transiente, uma vez que a concentracdo do soluto préximo a
membrana aumenta com o tempo. No escoamento tangencial, a solu¢do ou suspensdo escoa

N z

paralelamente a superficie da membrana enquanto o permeado € transportado

transversalmente a mesma. Neste caso, o escoamento paralelo a membrana limita o

acimulo do material retido sobre a mesma (HABERT et al. 2006).

Filtragio Convencional ; A

Menezes, L. F. S.

Filtragzio Tangencial B

\ 2 A 4

Figura 3.14 — Esquemas de filtragdo convencional e tangencial (CRUZ, 2008)

3.4.1 Microfiltracdo

Segundo Paula er al. (2002), a maior aplicacdo da tecnologia de membranas na
industria de suco de frutas tem sido para obten¢do de sucos de frutas clarificados através da
remoc¢ao de celulose, hemi-celulose e pectinas por microfiltracdo ou ultrafiltragdo. As

substancias responsdveis pela turbidez do suco sdo retidas pela membrana, e o produto
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permeado € o suco clarificado. Estes processos vém sendo testados com sucesso, como uma
alternativa a clarificacdo enzimatica, que em geral necessita de duas etapas de filtragdo,
além de necessitar de grandes quantidades de auxiliares de filtracdo, o que aumenta o custo

do processo e contribui para o aumento de efluentes toxicos.

Durante a microfiltragcdo do suco da polpa de frutas, o fouling, que se caracteriza
pelo aumento da resisténcia a passagem do solvente pela membrana, podendo ser resultante
tanto da diminui¢cdo da porosidade (entupimento, adsor¢do) quanto da polarizacdo de
concentragdo e formacao de camada gel na superficie da membrana, pode ser causado por
pectinas, taninos, proteinas, amido, hemicelulose e celulose (CARNEIRO et al., 2002;

CRUZ, 2008).

Segundo Preventing (2001), as perdas continuas na capacidade do processo de
microfiltracdo sdo devidas a formacdo de uma camada limite que surge naturalmente na
superficie da membrana durante a filtracdo e que, em adicdo a queda do fluxo da
membrana, age como uma membrana secunddria reduzindo a seletividade da membrana

original.

3.4.2 Tratamento enzimdtico

A principal dificuldade na producdo industrial de sucos de fruta estava associada
aos baixos rendimentos em consequéncia das dificuldades encontradas para se realizar a
etapa de filtracdo e para se obter uma clarificacio aceitdvel dos mesmos (BHAT, 2000). O
suco resultante das frutas despolpadas € rico em particulas insoliveis e em materiais
suspensos constituidos, principalmente, por substincias pécticas, polissacarideos em geral
(como, por exemplo, celulose, hemicelulose e o amido), proteinas, taninos, metais e
microorganismos (KASHYAP er al., 2001; FERNANDES, 1999). Para superar estas
dificuldades, as pesquisas desenvolvidas sobre os processos bioquimicos indicaram a
utilizacdo de enzimas de maceracdo (pectinases, celulases e hemicelulases) durante o
processo de industrializagdo, principalmente como pré-tratamento para sucos a serem

clarificados por micro ou por ultrafiltragdo. O tratamento enzimatico reduz a viscosidade do

produto, pois promove a hidrélise das macromoléculas presentes (BALISCHI et al., 2002).
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A reducgdo na viscosidade de amostras complexas €, portanto, determinante para o
desenvolvimento de produtos em grande escala. Possuir informacdes sobre o
comportamento reoldgico destas amostras possibilita a otimizacdo das condicdes das

operagdes unitarias envolvidas no processamento (HAMINIUK, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amora

Foi utilizado como matéria prima o fruto de amora-preta mantido congelado a -18°C
por aproximadamente dois meses (até o inicio do processo), oriundo da cidade de Antonio
Prado, Rio Grande do Sul. O fruto estudado, da variedade Tupi, foi adquirido no comércio

varejista do Rio de Janeiro da empresa “Mais Fruta Industria e Comércio Ltda”.

4.2 Solventes e reagentes

Metanol e 4cido férmico, grau de pureza HPLC, da marca Tedia®.

Agua ultrapura obtida do sistema Milli-Q® Gradient 10A.

Padrdes das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo
isolados segundo Gouvéa et al. (2009).

Enzima: A solucdo enzimdtica contendo enzimas pectinolitica utilizada para

hidrélise do suco foi a Rapidase® TF da DSM Food Specialities.

4.3 Isolamento de padroes

Neste trabalho, as antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo foram isoladas pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo
metodologia descrita por Gouvéa et al. (2009), possibilitando o uso das mesmas como
padrdes analiticos para quantificagdes e identificacdes. A amostra utilizada para obten¢ao
dos padrdes por CLAE foi acaf liofilizado, onde estas duas antocianinas sdo majoritarias.

O diferencial desta metodologia € que no sistema cromatografico a saida do detector
é conectada a uma valvula seletora de colunas com seis canais Rheodyne®. Tal vilvula é
adaptada para selecionar canais de saida ao invés de possiveis colunas, substituindo o papel
do tradicional coletor de fracdes (Figura 4.1). Para isolar as antocianinas de interesse, a
vdlvula seletora (Figura 4.2) foi programada para direcionar a saida do detector para o canal
1 logo apds o inicio da eluicdo da cianidina-3-O-glicosideo (16,2 minutos), voltando a

programacdo para o canal de descarte apds a elui¢do parcial desta antocianina (18,4
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minutos). O mesmo procedimento foi realizado para a cianidina-3-O-rutenosideo, sendo
que neste caso a vdlvula seletora foi programada para direcionar o fluxo de saida do
detector para o canal 2 um pouco apds a eluicdo desta antocianina (21,4 minutos),

retornando para a posi¢cdo de descarte também na eluicao parcial da mesma (22,9 minutos).

r
Control & !
Data : FHH
Processing - s22= ||| Waste

==
mll
,lJUk_l

—

Fraction
Collector

Column

Auto
Pamp in Oven

Sampler

Figura 4.1- Esquema tradicional para coleta de fragdes por HPLC

Figura 4.2 — Vilvula seletora de colunas Rheodyne®
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Apés a coleta, uma aliquota das fracdes isoladas foi injetada no sistema
cromatografico para verificar o grau de pureza dos mesmos, através da avaliagdo da drea
dos picos obtidos. As fragdes coletadas foram concentradas em cartuchos Sep-Pak C18

Waters®, sendo eluidos com metanol grau HPLC também da marca Tedia®.

4.3.1 Avaliacdo da estabilidade dos padrées isolados

Para avaliar a estabilidade dos padrdes isolados, os mesmos foram deixados na
solucdo de injecdo em vial ambar, dentro do injetor automatico, ou seja, em condi¢do de
auséncia de luz e submetidos a uma atmosfera nio inerte, uma vez que os vials ndo estavam
hermeticamente fechados (o selo da tampa dos mesmos ja havia sido perfurado em na
injecdo para verificacdo da pureza). Os padroes também permaneceram guardados no
injetor durante todo o periodo do estudo, submetidos a variacdes da temperatura, ja que tal
compartimento s6 era refrigerado nos dias de andlise, permanecendo a temperatura
ambiente quando ndo utilizado. Este teste foi realizado por um periodo 90 dias, para as duas
antocianinas e a concentracdo destes compostos foi avaliada por CLAE pela comparacio
das 4reas obtidas para os mesmos no primeiro e no ultimo dia de andlise. A presenca de
compostos de degradacdo também foi avaliada através da insercdo direta dos padrdoes em

sistema de espectrometria de massas com fonte de ionizacdo electrospray positiva.

4.4 Caracterizacao das antocianinas majoritarias da amora-preta

Para caracterizar as antocianinas majoritdrias presentes na amora-preta foi feita a
comparacdo com os tempos de retencdo dos padrdes segundo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determina¢do de antocianinas, descrito por Araujo et
al. (2008).

Na etapa de extracdo uma aliquota de 1,00mL da amostra foi pesada em um tubo
com tampa de rosca apropriado para utilizagdo em centrifuga. Adicionaram-se 2,00mL de
solucdo 4cido formico 10% em metanol e manteve-se sob agitacdo durante 1 minuto. A
seguir a mistura foi submetida a uma etapa de sonificacdo por 10 minutos e posterior
centrifugacdo a 3000g a 20°C por igual periodo de 10 minutos. Transferiu-se o

sobrenadante para um baldo volumétrico de 10,0 mL. O precipitado da centrifugacdo foi re-
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submetido ao processo de lavagem descrito acima até que o sobrenadante obtido perdesse
sua coloracdo. Apds as sucessivas extragdes, completou-se para 10,0 mL o volume do balao
volumétrico com 4cido férmico 10% em metanol. Centrifugou-se a solucdo obtida na
microcentrifuga modelo Bransonic® na velocidade de 14000 rpm por 5 minutos. Uma
aliquota de ImL do sobrenadante obtido foi evaporada sob atmosfera de nitrogénio,
realizando-se em seguida a re-suspensdo com a mesma quantidade de metanol 10% em
acido formico 10%. O extrato ressuspendido foi transferido para um vial e levado ao injetor
do cromatdgrafo liquido.

A andlise cromatografica foi realizada em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo
2996, software Empower®, coluna Symmetry® C18 3,5um (4,6 x 150mm), fluxo de 1,0
mL/min, 50ul de inje¢do e comprimento de onda igual a 520nm. A fase mével utilizada foi
acido férmico 10% em dgua (solvente A) e metanol (solvente B) sendo o modo de elui¢ao

do tipo gradiente linear (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Adequacdo do gradiente de concentracdo da fase mével

Solvente B (metanol) Tempo de corrida (minutos)
5-15% 0-20
15-25% 20-35
25-5% 35-40
5% 40-45

Para confirmar a presenca da cianidina-3-O-rutenosideo na amora-preta, raramente
relatada na literatura, utilizou-se também a técnica de adi¢do-padrdo, realizada na dilui¢do
1:2 de uma solucdo de amora-preta com uma solucao padrdo de cianidina-3-O-rutenosideo,

avaliando-se em seguida os valores de area obtidos.
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4.5 Analises fisico-quimicas
4.5.1 pH

As determinacdes de pH do suco de amora-preta integral e de outras correntes do
processo foram realizadas em titulador automatico Metrohm®, modelo 785 DMP - Titrino,

apos calibracdo do aparelho com tampdes de pH 4,00 e 7,00.

4.5.2 Solidos Soliiveis em °Brix

O teor de solidos soluveis da matéria-prima e de outras correntes do processo foi
determinado manualmente em refratometro modelo Bellingham + Stanley Limited com

correc¢do de temperatura (20°C) e expresso em °Brix.

4.5.3 Acidez total tituldvel

A acidez total da matéria-prima e de outras correntes do processo foi determinada
em titulador automético Metrohm®, modelo 785 DMP — Titrino, com reagente hidroxido
de sédio fatorado com biftalato de sédio. Os valores foram expressos em mg.100g™ de

amostra.

4.6 Analise de viscosidade

As andlises de viscosidade das amostras foram realizadas em redmetro de cilindros
concéntricos AR-G2 acoplado ao software Rheology Advantage Control AR (Figura 4.3). A
temperatura foi definida na faixa de operagdo tipica do processo de microfiltracdo de sucos
de frutas que leva em conta as caracteristicas termolabeis dos compostos antioxidantes

Os experimentos foram conduzidos em triplicata para o suco integral de amora e
para amostras previamente submetidas a um pré-tratamento enzimdtico, variando-se a
concentragdo do extrato enzimatico conforme planejamento apresentado na Tabela 4.2. A
faixa de concentracdo da extrato enzimdtico (Rapidase) foi selecionada com base em dados

da literatura para microfiltracdo de polpas de frutas ricas em pectina (VAILLANT, 2001).
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Tabela 4.2 — Planejamento experimental para andlise de viscosidade

Amostras Anélise de viscosidade

Suco integral 20°C 25°C 30°C 35°C

Suco + 2ml/kg do extrato enzimitico 20°C 25°C 30°C 35°C
(30 min a 35°C)

Suco + 4ml/kg do extrato enzimtico 20°C 25°C 30°C 35°C
(30 min a 35°C)

Suco + 6mL/kg do extrato enzimtico 20°C 25°C 30°C 35°C
(30 min a 35°C)

24 9 2008

Figura 4.3 — Redmetro AR-G2

4.6.1 Tratamento matemdtico dos dados

Os dados de viscosidade aparente em fun¢do da temperatura foram ajustados pela
equagdo de Arrhenius (Equagdo 3.1) usando-se o método de regressdo linear. A ordem de
grandeza da energia de ativacdo avalia a sensibilidade da viscosidade com a temperatura

(FOX & McDONALD, 2001).
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O comportamento reoldgico da polpa integral e das amostras hidrolisadas foi
analisado pelo modelo de poténcia (Equagdo 3.2).

O efeito da concentracdo do extrato enzimatico na reducdo da viscosidade do suco
foi avaliado pelo teste de comparacdo de médias de Fisher (p<0,05) usando o software

XLSTAT (versao 2006).

4.7 Processo

4.7.1 Despolpamento da amora

Ap6s descongelamento, 8kg de amora-preta foram despolpados na despolpadeira
Itametal (Modelo Compacta/ Fase 220M/ No 356/ CV 1), com um Unico estiagio, operando

por gravidade e a temperatura ambiente.

4.7.2 Tratamento enzimdtico

O tratamento enzimdtico foi realizado na condi¢cdo previamente selecionada
(4mL/kg extrato enzimético, a 35°C por 30 minutos), na qual se obteve maior redugio a na

viscosidade da polpa de amora (Figura 4.4).

_ I -8

=

Figura 4.4 — Tratamento enzimatico do suco
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4.7.3 Centrifugacdo

Apés o tratamento enzimdtico o suco foi centrifugado em centrifuga de cesto
International Equipment Company, modelo SIZE 2 com rotagdo de 406g para separacdo

das fibras insoluaveis.

4.7.4 Microfiltragdo (MF)

Limpeza: a limpeza do sistema de MF foi realizada com agua destilada a 70 a 80°C,
2,5% de NaOH e 400 ppm de cloro. Essa solucdo foi recirculada pelo sistema por 20
minutos. Apds esse tempo, aplicou-se durante 10 minutos uma pressdao de 0,5 bar para a
limpeza dos poros da membrana. A seguir, retirou-se a solu¢do de limpeza e recirculou-se
agua filtrada até o permeado atingir pH em torno de 7,0 (medi¢ao com fita).

Teste da permeabilidade hidrdulica: a permeabilidade hidrdulica do médulo foi
determinada para avaliar a eficiéncia da etapa de limpeza. Para este teste foram utilizados
4L de 4gua destilada (aquecida a 35°C) e o fluxo foi determinado nas pressoes de 2; 2,5; 3 e
4bar.

Microfiltracdo do suco de amora: a clarificagdo do suco de amora por MF foi
conduzida em um sistema de membranas tubulares composto por trés membranas de d-
alumina em série com poros de 0,1um de didmetro e 4rea filtrante total de 0,0165 mz, a
35°C. O sistema operou com vazao de 850 L/h, pressdo aplicada 2 membrana igual a 3bar e
temperatura de 35+ 2°C. A vazdo e o volume de permeado foram medidos em intervalos de
10 minutos para o célculo do fluxo de permeado e do FRV (fator de redu¢do volumétrica),
respectivamente. A temperatura do processamento foi selecionada a partir dos dados

reoldgicos.

4.8 Analise das antocianinas por CLAE

A solugdo, preparada a partir do padrao isolado e ressuspenso em baldo volumétrico

de 5 mL com a solu¢do de injecdo (metanol 10% em &cido férmico 10%) para o sistema
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cromatografico, teve sua concentracdo determinada pela leitura de sua absorvancia a 520nm
em espectrofotdometro Shimadzu® UV 1800.

Uma aliquota de 100uL da solugc@o preparada com o padrio isolado foi seca sob
nitrogénio e ressuspensa com 2mlL da solucdo. Para a cianidina-3-O-glicosideo a
absortividade molar € conhecida para a solucdo 1% HCI em metanol (€=34300 L/mol.cm),
enquanto para a cianidina-3-O-rutenosideo a absortividade molar é dada para a solu¢do 1%
HCl em dgua (€=28840L/mol.cm ) (COHEN, 2006; GIUSTI et al., 1999).

O calculo da concentracdo em mg/100g das solugdes preparadas de cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo foi feito de acordo com a Lei de Lambeert-Beer
(Eq. 3.1), levando-se em conta a pureza da cada solugdo obtida por prévia injecao
cromatografica, a massa molar de cada antocianina isolada (cianidina-3-O-glicosideo =
449,2¢.mol"; cianidina-3-O-rutenosideo = 594g.mol”’) e as dilui¢des feitas para a

realizacdo da leitura da absorvancia (eq. 4.4).

_ PxAx10°xM,,xFD
exb

C

onde:

¢ € a concentracdo da antocianina em mg/5mL;

P € o percentual de pureza equivalente ao percentual de drea da antocianina;

A € a absorvancia obtida a 520nm;

10° é o fator para converter a concentracio de g para mg;

M € a massa molar da antocianina;

FD ¢ o fator de dilui¢do (FD = 0,10);

€ é o coeficiente de absortividade molar da antocianina no solvente usado
(L/mol.cm);

b € o caminho 6ptico da cubeta usada no espectrofotdometro (cm).

Com o valor da concentragdo conhecido, foi possivel preparar, por dilui¢cao, outros
pontos para construcdo da curva de calibracdo, cada um com volume final de 200uL. Os

pontos foram injetados sob as mesmas condi¢Oes cromatogréficas descritas anteriormente,
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sendo a curva de calibracdo feita a partir dos valores de concentracdo em funcio da drea
dos picos (Tabela 4.3). Para a escolha destes valores, uma amostra
foi previamente injetada e  observando-se a drea obtida, foi possivel
escolher pontos do padrdio que dariam d4reas acima e abaixo deste valor,
englobando assim a concentragdo da amostra na curva, uma vez que a area do pico €
diretamente proporcional a concentracdo do analito. Cada condi¢do experimental da curva

foi realizada em triplicata.

Tabela 4.3 — Dilui¢des da soluc@o padrdo para obtengdo da curva de calibragio

Solucdo padrao (uL)  Solucio de injecao (uL)

Ponto 1 5 195
Ponto 2 10 190
Ponto 3 20 180
Ponto 4 30 170
Ponto 5 50 150
Ponto 6 100 100
Ponto 7 150 50

Ponto 8 200 0
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de padroes

Os padroes de antocianinas, isolados do acai usando método modificado por
Gouvéa et al. (2009), apresentaram alta pureza, sendo 98,9% para a cianidina-3-O-
glicosideo e 97,2% para a cianidina-3-O-rutenosideo. Estes valores foram obtidos a partir
do percentual de drea de cada pico apds inje¢do em sistema cromatografico dos compostos
ja isolados (Figuras 5.1 e 5.2). Através dos espectros de cada padrdo, representados pelas
figuras 5.3 e 5.4, também foi possivel confirmar a pureza dos mesmos, uma vez que nao foi

observada alteracao nas bandas.
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Figura 5.1 — Cromatograma da antocianina cianidina-3-O-glicosideo isolada
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Figura 5.2 — Cromatograma da antocianina cianidina-3-O-rutenosideo isolada
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Figura 5.3 — Espectro da antocianina cianidina-3-O-glicosideo isolada
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Figura 5.4 — Espectro da antocianina cianidina-3-O-rutenosideo isolada

Na tabela 5.1 estdo apresentadas as concentracdes de cada ponto das curvas
construidas a partir dos padrdes isolados (Figuras 5.5 e 5.6), ressaltando-se que cada ponto

foi injetado em triplicata.
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Tabela 5.1- Concentracéo dos pontos das curvas de calibra¢do da cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-

rutenosideo
Soluciao Solucao de Concentracao do Concentracao do
padrao (uL) injecao (uL) ponto (mg/5ml) — ponto (mg/5ml) —
cianidina-3-O- cianidina-3-O-
glicosideo rutenosideo

Ponto 1 5 195 0,015 0,004

Ponto 2 10 190 0,031 0,007

Ponto 3 20 180 0,062 0,015

Ponto 4 30 170 0,093 0,022

Ponto 5 50 150 0,155 0,036

Ponto 6 100 100 0,309 0,073

Ponto 7 150 50 0,464 0,109

Ponto 8 200 0 0,618 0,145
a0’
]
=
i
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Amount

Figura 5.5 — Curva de calibracéo obtida para cianidina-3-O-glicosideo

(Equagdo da reta: Y=4,03%10"X + 2,81*104 ; R2=0,999)
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Figura 5.6 — Curva de calibracéo obtida para cianidina-3-O-rutenosideo

(Equacdo da reta: Y:3,76*107X +1,75*% 104 ; R2=0,999)

5.2 Avaliacao da estabilidade dos padroes isolados

Na avaliacdo da estabilidade dos padrdes isolados, ndo foi observada redugdo da
concentracdo de cada padrdao no seu respectivo vial. Os valores de drea obtidos para o pico
de cianidina-3-0O-glicosideo no primeiro e no ultimo dia de teste foram 1738285 e 1789809,
respectivamente (Tabela 5.2). Para a cianidina-3-O-rutenosideo, os valores encontrados
foram 4886836 e 5398895, para o primeiro e ultimo dia de teste, respectivamente (Tabela
5.2). Observou-se um pequeno aumento na drea € consequentemente na concentracdo do
padrdo de cianidina-3-O-glicosideo, o que pode ser explicado pela evaporacdo do metanol
presente no vial, uma vez que tal frasco ndo encontrava-se hermeticamente fechado. A
auséncia de degradacdo também foi comprovada pelo perfil cromatogrifico dos dois
padrdes, que permaneceu inalterado para os dois dias de teste (Figuras 5.7, 5.8, 5.9 e 5.10).
Além disso, nos espectros de massa das antocianinas ndao foi detectada a presenca de
possiveis compostos de degradacdo (Figuras 5.11 e 5.12). Estes resultados, quando
comparados com injecdes de padrOes isolados, armazenados somente em solvente sem
reducdo do pH, apresentam grande vantagem, uma vez que a segunda situagdo nao € capaz

de inibir a degradacdo das antocianinas em questao.



54

Tabela 5.2 — Avaliagdo da estabilidade das antocianinas

Area Area

cianidina-3-0-glicosideo  cianidina-3-0-rutenosideo

inicio do teste 1738285 4886836

fim do teste* 1789809 5398895

*ap0ds 3 meses de armazenamento

0,010 J
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Figura 5.7 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-glicosideo no inicio do estudo de estabilidade
(18/02/2009).
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Figura 5.8 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-glicosideo no fim do estudo de estabilidade (06/05/2009)
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Figura 5.9 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-rutenosideo no inicio do estudo de estabilidade

(11/02/2009)
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Figura 5.10 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-rutenosideo no fim do estudo de estabilidade

(14/05/2009)

FPico 1

Glicose 1

O LT Y T Rt A Ty g Rag PO P v AN " > s, s s S et Pn. Rt P an S Sl e e

Figura 5. 11 — Espectro MS-MS do padrio isolado de cianidina-3-O-glicosideo.
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Figura 5.12 — Espectro MS-MS do padrao isolado de cianidina-3-O-rutenosideo

5.2 Caracterizacao das antocianinas majoritarias da amora-preta

A identificagdo das duas antocianinas majoritdrias da amora-preta foi confirmada
através de sobreposicdo com os picos da cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo do acai, apresentadas nas figuras 5.13 e 5.14, validando assim os resultados

reportados por Harbone (1958) e Kuskoski ez al. (2006).
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Figura 5.13 — Cromatograma do suco da amora-preta (em preto) sobreposto com cromatograma do padrao de
cianidina-3-O-glicosideo (em vermelho).
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Figura 5.14 — Cromatograma do suco da amora-preta (em preto) sobreposto com cromatograma do padrao de
cianidina-3-O-rutenosideo (em azul).

Os outros picos observados no perfil cromatografico podem estar relacionados a
presenca em menor quantidade de outras antocianinas ja relatadas na literatura ou ainda de

antocianidinas, sendo necessdria a continuidade dos testes para confirmacgdo destes dados.

Foi possivel também confirmar a presenca da cianidina-3-O-rutenosideo através do
procedimento de adi¢do-padrdo com o padrdo previamente isolado a partir do agai.
Observou-se que apds a diluicdo de 1:2 do extrato antocidnico de amora-preta com uma
solu¢do padrao de cianidina-3-O-rutenosideo, as dreas de todos os picos presentes no
cromatograma foram reduzidas a metade, exceto a do pico com o tempo de retencdo da

cianidina-3-O-rutenosideo (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Areas ap6s diluigdo 1:2 da solucio do extrato antocidnico de amora-preta

Area inicial Area apés diluiciio % Reducio de area
com solucio
padrao de
cianidina-3-O-

rutenosideo

Pico 1 (Tr=17,4min): 44574413 23889649 46,4%
Cianidina-3-O-
glicosideo

Pico 2 (Tr=21,3min): 4226122 3563667 15,7%

Cianidina-3-O-
rutenosideo
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Pode-se constatar no presente trabalho que a cianidina-3-O-glicosideo corresponde a
81% das antocianinas totais da amora-preta, enquanto a cianidina-3-O-rutenosideo equivale
a 9%. Ferreira (2008) observou em sua pesquisa que a cianidina-3-O-glicosideo

correspondeu a 92,7% das antocianinas totais da amora-preta analisada.

5.3 Analises fisico-quimicas

A matéria-prima e as amostras de outras correntes do processo foram avaliadas
quanto ao pH, teor de s6lidos soliveis e acidez total (tabela 5.4).

O aumento observado apds o tratamento enzimdtico da amora-preta para os
parametros solidos soliveis e acidez total estd relacionado com a hidrélise da parede
celular, o que possibilita a liberacdo de substincias contidas na mesma.

Embora a acidez total tenha apresentado aumento, o pH ndo teve alteracio

significante durante o processo devido a presenca de compostos tamponantes nas frutas.

Tabela 5.4 — Parametros fisico-quimicos da amora-preta

pH Sélidos soluveis Acidez total
(°Brix) (mg/100g)

Amora-preta 3.27 5.27 14.93
Amora apds tratamento 3.28 8.10 18.13
enzimatico

Alimentagdo da MF 3.34 8.07 16.92
(suco centrifugado)

Torta (centrifugacdo) 3.28 8.02 19.26
Permeado 3.27 7.97 15.65
Retido 3.25 8.95 19.62

5.4 Avaliacao do processo de microfiltracao

5.4.1 Despolpamento da amora

Como se pode observar na Tabela 5.5, na etapa de despolpamento houve uma perda

de aproximadamente 5 % da massa de matéria-prima.



Tabela 5.5 — Balanco de massa da etapa de despolpamento da amora-preta

60

Amostra inicial Amostra Torta do
Perda
(amora fruta) despolpada despolpamento
Processo 8000g 6465,1g 1144,3¢g 4,9%

Figura 5.17 — Torta do despolpamento
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Observou-se a mudanca de coloracio do fruto in natura apds periodo de
congelamento de aproximadamente 2 meses (Figuras 5.15, 5.15 e 5.17), provavelmente
devido ao inicio do processo de degradacdo das antocianinas ja nesta etapa de

armazenamento.

5.4.2 Tratamento enzimdtico

O pré-tratamento enzimatico do suco de amora reduziu drasticamente a viscosidade
e tornou possivel o escoamento do mesmo através da membrana de microfiltracdo.

Apés avaliacio da viscosidade do suco da amora-preta fixando a taxa de
deformacdo em 10 s'l, 100 s' e 1000 s'l, observou-se que em todas as condi¢Oes a
viscosidade obtida com 4mL/kg do extrato enzimatico é bem menor que a do suco integral
e menor que a do suco tratado com 200ppm da mesma enzima. Entretanto, de 4mL/kg para
6mL/kg nao houve uma reducgdo significativa na viscosidade do suco, de acordo com teste
Fisher (Tabela 5.6). Como esperado, a menor viscosidade foi obtida na maior temperatura

de anélise (Figura 5.18).

Tabela 5.6 — Grupos de resultados divididos por igualdade de influéncia usando o software XLSTAT.

Concentragdo do extrato Media Grupos
enzimatico (mL/kg) (cP)
0 80,000 A
2 5,315 B
6 4,260 C
4 4,230 C

Teste de Fisher para comparag¢@o de médias (p<0,05) usando o software XLSTAT (versao 2006)
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Figura 5.18 — Efeito da temperatura sobre a viscosidade do suco de amora-preta, tratado com 4mL/kg de
extrato enzimatico (Rapidase) com taxa de deformacio fixa em 10s™
As figuras 5.19, 5.20 e 5.21 apresentam o comportamento reoldgico do suco de
amora tratado com 2, 4 e 6mL/kg de extrato enzimatico (Rapidase) a 35°C para taxas de
deformacao fixas em 10s'1, 100s" e IOOOS'I, respectivamente. Além do efeito do tratamento
enzimdtico, também € possivel observar a reducdo da viscosidade com o aumento da taxa

de deformacdo indicando um comportamento de fluido pseudoplastico.
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Figura 5.19 — Efeito do tratamento enzimadtico sobre a viscosidade do suco de amora-preta:

T=35°C e taxa de deformaciio = 10s™
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Figura 5.20 — Efeito do tratamento enzimadtico sobre a viscosidade do suco de amora-preta:

T= 35°C e taxa de deformacio = 100s ™.
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Figura 5.21 — Efeito do tratamento enzimadtico sobre a viscosidade do suco de amora-preta

T=35°C e taxa de deformagio = 1000s1.

O pré-tratamento enzimdtico do suco nas condi¢des selecionadas (4mL/kg do
extrato enzimdtico, a 35°C por 30 minutos) promoveu uma reducdo significativa (entre 6 e
36 vezes) na viscosidade da amostra, permitindo o processamento da mesma no sistema de
membranas. Este resultado o reforca a hipétese de BALISCHI et al.(2002) que recomenda
uso de enzimas de maceracdo, como as pectinases, para reduzir o tamanho das
macromoléculas presentes em sucos de frutas para superar as dificuldades da obtencdo de
sucos clarificados por microfiltracdo. O uso de enzimas, em geral, facilita os processos
industriais envolvendo membranas como um todo. Lukanin et al. (2003) avaliaram o

processo de concentracdo de suco de maca por destilacio com membranas e mostraram que
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o tratamento enzimético adicional realizado com protease aumentou o fluxo de permeado.
Os autores atribuiram esse efeito positivo no fluxo a liquefacdo parcial de biopolimeros
(entre eles as proteinas) presentes no suco apds hidrélise enzimaética.

Nas Tabelas 5.8 e 5.9 s@o apresentados os valores dos parametros dos modelos da
Lei da Poténcia (modelo de Ostwald-de-Waelle) para o suco de amora-preta integral e
tratado com 4mL/kg da solu¢do enzimdtica (Rapidase), respectivamente, nas temperaturas
de 20, 25, 30 e 35°C, obtidos através do ajuste ndo linear aos dados experimentais.

O indice de comportamento (n) foi inferior a 1 (Tabela 5.9) tanto para o suco
integral quanto para o tratado com 4ml/kg do extrato enzimdtico, indicando um
comportamento ndo-Newtoniano com caracteristicas pseudoplésticas.

O indice de consisténcia do suco tratado com enzima (K) reduziu significativamente
com a temperatura, de acordo com teste de Fisher (p<0,05). O mesmo ndo ocorreu para o
suco integral, cujo valor de K nao foi sensivel a temperatura para valores de temperatura
entre 25 e 35°C (Tabelas 5.7 e 5.8). Isto ocorre, provavelmente devido ao alto teor de

s6lidos insoluveis na amostra integral.

Tabela 5.7 — Parametros do modelo da Lei da Poténcia em fun¢@o da temperatura para o suco de amora-preta

integral

Temperatura n K(Pa.s")
200C 0,11 6,43
250C 0,40 1,54
300C 0,36 1,61

35°C 0,34 1,66
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Tabela 5.8 — Parametros do modelo da Lei da Poténcia em fun¢@o da temperatura para o suco de amora-preta
tratado com 4mL/kg do extrato enzimdtico (Rapidase)

Temperatura n k(Pa.s")
200C 0,28 0,17
250C 0,33 0,09
300C 0,35 0,08
350C 0,36 0,07
T=35°C
300
L
250 A
E 200 # 200ppm
% 150 [% = 400ppm
‘g 600ppm
2 100 |
S "
L J
50 1 g
0 ! At s o o o " *
4] 10 20 30 40 50 60
Taxa de deformagdo (1/s)

Figura 5.22 — Comportamento reoldgico do suco de amora-preta, tratado com a solug@o enzimatica Rapidase.

Os parametros da equagdo de Arrhenius, apresentados na tabela 5.9, foram
determinados pelo ajuste ndo linear aplicado aos valores de viscosidade aparente em fungdo
do inverso da temperatura, para valores especificos de taxa de deformacgao (10s™, 50s™,
100s! e IOOOS'I)). Os valores de coeficiente de determinagdo (Rz) obtidos, indicam que a
equacgdo obtida representa um bom ajuste aos dados experimentais. Os valores elevados de
energia de ativagcdo (E,) significam que a viscosidade do suco € relativamente sensivel as
mudancas de temperatura. Haminiuk et al. (2006) determinaram a energia de ativacdo para
a amora-preta com taxa de deformacao fixa em 50s™, igual a 18,27 kJ .mol™". Este valor foi

metade daquele encontrado neste trabalho. Entretanto ndo € possivel uma comparagdo



66

consistente devido ao fato dos resultados serem obtidos em diferentes concentragdes de

so6lidos soluveis.

Tabela 5.9 — Parametros da Equacdo de Arrhenius para o suco de amora-preta tratado com 4mL/kg da solucdo
enzimdtica Rapidase, a 35°C

Taxa de deformacdo s

Parametros de Arrhenius 10 50 100 1000
Ea (kJ.mol™) 28,84 26,08 24,60 10,28
R? 0,91 0,92 0,93 0,96

5.4.3 Centrifugacdo

De acordo com a Tabela 5.10 nesta etapa de centrifugacdo houve uma perda de

7,2% da massa de amora.

Tabela 5.10 — Balang¢o de massa da etapa de centrifugacdo do suco da amora-preta

Amostra Amostra Torta da Perda
despolpada centrifugada centrifugacao
Processo 6465,19g 5094,8¢g 904,39 7,2%

5.4.4 Microfiltracdo

O fator de redugcdo volumétrica (FRV) alcancado apds 90 minutos de
processamento, em modo de concentragdo, foi aproximadamente, igual a 6 indicando que o
volume de permeado € 5 vezes maior que o volume de retido (Tabela 5.11 e Figura 5.23).
Este resultado € superior aos valores reportados na literatura para microfiltracdo de sucos
de frutas brasileiras. Cruz (2008) obteve um FRV igual a 2 durante o processamento do agai
e Paillet er al. (2005) reportaram valores entre 2 e 3 para diferentes sucos de frutas

brasileiras previamente hidrolisados.
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O FRYV ¢ definido pela equacdo 5.1:

Va
FRV = ———— (Eq.5.1)

(Va_VP )

onde,
FRYV ¢ o fator de redu¢do volumétrico
V. é o volume de alimentagdo

V, € 0o volume de permeado

Tabela 5.11 — Balango de massa da etapa de microfiltragdo da amora-preta

Alimenta¢do (amostra Permeado Retido FRV

centrifugada)

Processo 5094,8 g (4000 mL) 3354,82 (3325 mL)  705g (675 mL) 5.9

FRV =393

FRV
w
w

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100

Tempo de processo (min)

Figura 5.23 - Evolug@o do fator de reducdo volumétrica durante o processamento, por microfiltragio, do suco
de amora preta, previamente submetido a tratamento enzimético com 4mL/kg da solucdo enzimatica Rapidase
a 35°C.
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O teor de antocianinas no suco permeado foi avaliado para diferentes valores de
FRV, como apresentado na Figura 5.24. Inicialmente, o teor de antocianinas aumenta
exponencialmente para FRV entre 1 e 2, com um comportamento assintético a partir deste
valor. Este resultado indica que houve uma particdo das antocianinas, favorecendo seu

enriquecimento no suco clarificado (permeado) .

a0
* +
+
.
50 Py
[ 40 -
@ -
£z
[=
S< 30 -
S H *
e
o -
< 20 -
10
4] T T T
4] 1 2 3 4 3 5] 7
FRV

Figura 5.24 - Comportamento das antocianinas no suco permeado em relagdo ao fator de concentracio
volumétrico

A Figura 5.25 apresenta o comportamento do fluxo permeado ao longo do processo
de microfiltracdo do suco de amora previamente tratado com 4mL/kg do extrato enzimatico
a 35°C. O fluxo mdximo foi de 120 L/hm?, superior aos dados reportados na literatura
(VAILANT, 2001; PAILLET et al. 2005). No perfil classico dos processos de
microfiltracdo, onde a polarizacdo de concentracdo provoca a queda inicial do fluxo
permeado e o acimulo de material retido sobre a superficie da membrana, o fluxo reduz
sistematicamente ao longo do tempo de processo, fendmeno conhecido por fouling. Neste
trabalho ndo se observou uma reducao importante no valor do fluxo permeado o que indica
que o tratamento enzimadtico foi eficiente na hidrélise das macromoléculas responsdveis
pelo fouling. Este efeito também foi observado por Lukanin et al. (2003), onde no processo
de concentracdo de suco de macd por destilacdo com membranas observaram que o
tratamento enzimdtico conduzido com protease aumentou o fluxo de permeado. Os autores

atribufram essa melhora no fluxo devido a reducdo de biopolimeros (entre eles as proteinas)
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presentes no suco apds hidrélise enzimatica. Devido a alta viscosidade do suco integral. o

processamento deste sem tratamento enzimético nao foi tecnicamente vidvel.

140
120
E
<
= 100
&0
€0
0 20 40 60 80 100 120
Tempo de processo {min)

Figura 5.25 - Comportamento do fluxo permeado no processamento por microfiltracdo do suco de amora
preta previamente submetido a tratamento com 4mL/kg da solu¢do enzimdtica Rapidase a 35°C.

Apo6s o processo de microfiltracdo, foi possivel observar visualmente a reducdo da

Figura 5.26 A) Suco de amora centrfugado;
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5.5 Evolucao do perfil de antocianinas ao longo do processo de clarificacao de suco de
amora preta

ApOs andlise em das antocianinas majoritdrias da amora por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, foram obtidos os seguintes resultados, apresentados na Tabela 5.12.
Pode-se observar que houve uma perda substancial entre a alimentacdo e as correntes de
saida do processo. No caso da Cianidina-3-O-glicosideo, a perda foi de aproximadamente

45 %, enquanto para Cianidina-3-O-rutenosideo esta perda foi cerca de 39 %.

Tabela 5.12 — Quantidade de antocianinas presentes nas correntes do processo

Cianidina-3-0O-glicosideo Cianidina-3-O-rutenosideo
(mg) (mg)
Amora Integral (despolpada) 2126,34 148,70
Amora ap9ds trat. Enzimético 3595,20 264,42
Alimentagdo 1731,79 173,23
(Amora centrifugada)
Torta 2 (centrifugacdo) 618,70 35,17
Permeado (FCV=5,9) 746,49 89,24
Retido (FCV=5,9) 207,69 15,93

Os cromatogramas obtidos apresentaram boa resolu¢@o dos picos, o que favoreceu a
integracdo dos mesmos (Figura 5.27). Todas as amostras apresentaram o mesmo perfil
cromatografico, variando somente na magnitude dos picos, o que estd diretamente

relacionado a concentracdo das antocianinas.
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Figura 5.27 — Perfil cromatografico das antocianinas do suco da amora-preta para todas as etapas do processo
(Pico 1: cianidina-3-O-glicosideo; Pico 2: cianidina-3-O-rutenosideo).

Ap6s avaliacdo dos resultados e realizacdo do balanco de massa nas diferentes
correntes do processo, foi possivel observar que o tratamento enzimdtico da amora
ocasionou aumento na disponibilidade das duas antocianinas majoritarias do fruto no suco,
em relacdo ao produto proveniente do despolpamento. Observou-se um aumento de 69 %
no teor de cianidina-3-O-glicosideo apds o tratamento enzimdtico, enquanto para a
cianidina-3-O-rutenosideo foi observado um aumento de 78 %. Resultados similares foram
observados por Granada et al. (2001), que registraram um aumento na extracdo de
antocianinas do suco de amora preta clarificado apds utilizacdo de enzimas. A influ€ncia
das enzimas pectinoliticas no aumento das concentracdes de alguns componentes de sucos
também foi reportada por Nogueira et al. (2003), onde o uso das mesmas ocasionou uma
melhora no rendimento da extracdo do suco de mac¢a devido a degradacdo das pectinas do
meio, proporcionando uma obtengdo duas vezes maior dos teores de acido.

Observa-se que na etapa de centrifugacdo, ocorreram perdas das duas antocianinas
cianidina-3-O-glicosideo e da cianidina-3-O-rutenosideo, 34,6 % e 21,2 % respectivamente.

Na microfiltracio, 43,1 % da cianidina-3-O-glicosideo da corrente de alimentacao
permearam através da membrana, enquanto 12% ficaram na frag¢do retida, indicando uma
perda de 45 % desta antocianina no processo. Em relagdo a cianidina-3-O-rutenosideo, 51,5
% permaneceram na fragdo permeada (suco clarificado) € 9,2 % no suco retido, indicando

uma perda de 39,3 % desta antocianina durante esta etapa. Estes valores podem ser
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confirmados pelos indices de retencdo calculados para cada uma das duas antocianinas,
pela equacgdo 5.2:

indice de Retencdo - IR

R = Concentragio de i no retido
Concentracdo dei na alimentacao

As perdas observadas de antocianinas ao longo do processo podem ser atribuidas ao
fato do mesmo ter sido conduzido em escala semi-piloto, onde as condi¢des de operagdes
ndo sdo ideais quando se trata de preservar compostos bioativos. Exemplo disto € a
oxigenacao presente na etapa de alimentacdo, o que resulta na oxidagdo das antocianinas e
de outros compostos.

Uma maior estabilidade das antocianinas poderia ser alcangada no processo de
microfiltracdo caso o volume do permeado fosse reduzido, sendo para isso necessdrio
trabalhar com um valor de FRV menor. Neste caso, deve ser fazer uma avaliacdao do quanto
se quer produzir em relagdo ao quanto se quer preservar do teor de antocianinas. Em alguns
casos, o volume de suco clarificado pode ser mais importante do que a estabilidade das
mesmas. Prudencio (2006) durante a elaboracdo do queijo Petit Suisse adicionado de
antocianinas, nao constatou influéncia do FRV sobre a composi¢do fisico-quimica do
produto, ou seja, ndo detectou degradacao das antocianinas até este valor.

Foi possivel observar a partir dos dados experimenais, que o tratamento enziméatico
ndo s6 é importante para possibilitar o escoamento do suco durante o processo, mas
também para se obter teores consideraveis de antocianinas no final do mesmo. O fato do
tratamento aumentar a disponibilidade das antocianinas no meio, minimiza o efeito das

perdas no teor destas no produto final de interesse, neste caso o suco clarificado.
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6 CONCLUSAO

A metodologia descrita por Gouvéa et al. (2009) para isolamento de padroes de
antocianinas, demonstrou ser satisfatoria, tendo sido possivel isolar padrées com boa
estabilidade e alta pureza (98,9% para a cianidina-3-O-glicosideo e 97,2% para a cianidina-
3-O-rutenosideo).

A partir dos padroes isolados, foi possivel caracterizar pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia as antocianinas majoritarias da amora-preta
(cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo).

Concluiu-se, adicionalmente, que o pré-tratamento enzimdtico nas condigdes
operacionais selecionadas neste estudo (35°C e 4mL/kg do extrato enzimétic) foi
fundamental para o processamento da amora-preta por microfiltracdo, uma vez que a
elevada viscosidade do suco ndo tratado impossibilitava o seu escoamento através da
membrana.

Também foi possivel detectar que o pré-tratamento enzimético do suco de amora-
preta ocasionou um incremento na disponibilidade das suas antocianinas majoritarias (69%
para a cianidina-3-O-glicosideo e 77,80% para a cianidina-3-O-rutenosideo) quando
comparado ao produto proveniente da etapa de despolpamento e, como conseqiiéncia,
contribuiu para reduzir as perdas das antocianinas majoritarias durante o processo de
microfiltragdo do suco de amora-preta.

Observou-se que a microfiltracio foi mais seletiva para a cianidina-3-O-
rutenosideo, uma vez que o permeado possui aproximadamente 5,6 vezes mais cianidina-3-
O-rutenosiedo que o retido, sendo esta comparacgdo igual a 3,6 vezes para a cianidina-3-O-

glicosideo.
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7 RECOMENDACOES

As recomendagdes sugeridas para complementar este trabalho sdo:

Prosseguir na caracterizagdo das outras antocianinas presentes em menor
quantidade no fruto da amora-preta para se ter um perfil cromatografico
completo;

Dar continuidade ao estudo de estabilidade dos padrdes analiticos isolados;
Realizar acompanhamento sensorial e instrumental para se avaliar a alteracdo de
cor do fruto da amora-preta durante o periodo de congelamento;

Continuar com os testes para se encontrar condi¢cdes de operacdo para a

microfiltracdo nas quais a estabilidade das antocianinas seja mais preservada.
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ANEXO 1 - TRABALHO APRESENTADO NO CONGRESSO
ANALITICA LATIN AMERICA

AVALIAQAO DA ESTABILIDADE DOS PADROES CIANIDINA-3-O-
GLICOSIDEO E CIANIDINA-3-O-RUTENOSIDEO ISOLADOS POR CLAE

Manuela Cristina Pessanha de Araujo, Embrapa Agroindistria de  Alimentos,
manuela@ctaa.embrapa.br/ Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa, UFRRJ,
acristinagouvea@hotmail.com/ Ronoel Luiz de Oliveira Godoy, Embrapa Agroindlstria de
Alimentos, ronoel@ctaa.embrapa.br/ Lourdes Maria Corréa Cabral, Embrapa Agroindustria de
Alimentos, Icabral@ctaa.embrapa.br/ Suely Pereira Freitas, UFRJ, freitasp@eq.ufrj.br

Resumo:

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade das antocianinas cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo isoladas do agai (Euterpe oleraceae mart.) pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Tais compostos foram isolados com o intuito de
serem posteriormente usados como padrées analiticos, uma vez que devido a alta diversidade dos
compostos antocianicos seus padrées comerciais sdo escassos e extremamente dispendiosos. A
avaliacao foi realizada dentro de um periodo de aproximadamente trés meses, onde as duas
antocianinas em meio acidificado foram submetidas a condi¢des adversas a sua conservacao. O
resultado obtido ndo mostrou mudanca no perfil cromatografico dos compostos armazenados em
tal meio durante o periodo avaliado, o que indica ser esta uma forma mais confiavel de armazenar
estes padroes.

Palavras-chave:
Estabilidade, antocianinas, CLAE, padrées

1. Introducao:

As antocianinas da familia dos flavonéides constituem um grupo de pigmentos solUveis em
agua responsaveis pela maioria das cores vermelha, roxa e azul de flores e vegetais. Devido as
suas propriedades antioxidantes, possuem importante papel na prevengao ou no retardamento do
aparecimento de varias doencas. Durante o armazenamento, as antocianinas podem sofrer
modificacées devido a sensibilidade ao efeito da temperatura, oxigénio, luz e acdo enzimatica
(JACKMAN et al., 1987; FRANCIS, 1989)., As antocianinas apresentam-se na forma catiénica em
pH abaixo de 2, ocorrendo preservacao da estrutura; com o aumento do pH, ocorre uma rapida
desprotonacado para formar a base quinoidal, ficando o oxigénio mais reativo, o que facilita a
formacao dos compostos de degradacéo.

2. Objetivo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade das antocianinas cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo isoladas por CLAE, para sua utilizagcdo como padroes
analiticos.

3. Metodologia:

Apés isolamento dos padrdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
seguindo-se as condi¢oes analiticas descritas por Brito et al. (2007), 0s mesmos
foram concentrados e ressuspensos em uma solugdo metanol/ acido férmico/
agua (10:10:80), a qual é a solucao de injecao usada no método cromatografico
seguido. Os padrdes foram deixados na solucao de injecao em vial ambar, dentro
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do injetor automatico, ou seja, em condicao de auséncia de luz e submetidos a
uma atmosfera ndo inerte, uma vez que os vials ndo estavam hermeticamente
fechados. Os padroes também permaneceram guardados no injetor durante todo o
periodo do estudo, submetidos a variagbes da temperatura, ja que tal
compartimento s6 era refrigerado nos dias de analise, permanecendo a
temperatura ambiente quando nao utilizado. Este teste foi realizado por um
periodo 90 dias, para as duas antocianinas, tendo sido a concentracdo destes
compostos avaliada por CLAE pela comparacdao das areas obtidas para os
mesmos no primeiro € no ultimo dia de andlise. A presenca de compostos de
degradacdo também foi avaliada através da insergdo direta dos padrées em
sistema de espectrometria de massas com fonte de ionizagdo electrospray
positiva.

4. Resultados e Discussiao:

Nao foi observada reducdo da concentracao presente de cada padrao no
seu respectivo vial. Os valores de area obtidos para o pico de cianidina-3-O-
glicosideo no primeiro e no ultimo dias de teste foram 1738285 e 1789809,
respectivamente. Para a cianidina-3-O-rutenosideo, os valores encontrados foram
4886836 e 5398895, para o primeiro e ultimo dias de teste, respectivamente.
Observou-se um pequeno aumento na area e consequentemente na concentragao
do padréao de cianidina-3-O-glicosideo, o que pode ser explicado pela evaporagao
do metanol presente no vial, uma vez que tal frasco nao encontrava-se
hermeticamente fechado, estando inclusive com o selo de sua tampa perfurado
decorrente da injecao do primeiro dia de teste. A auséncia de degradacao também
foi comprovada pelo perfil cromatogréafico dos dois padrdes, que permaneceu
inalterado para os dois dias de teste. Além disso, nos espectros de massa das
antocianinas nao foi detectada a presenca de possiveis compostos de
degradacao. Estes resultados, quando comparados com inje¢cdes de padrbes
isolados, armazenados somente em solvente sem reducdo do pH, apresentam
grande vantagem, uma vez que a segunda situacdo ndo é capaz de inibir a
degradacao das antocianinas em questao.

5. Conclusao:

Os resultados encontrados nos permitem concluir que fatores como
presenca de oxigénio e pequenas variagdes de temperaturas ndo foram tao
criticos a ponto de causar a degradacao destas antocianinas quando as mesmas
se encontravam armazenadas em meio acidificado na auséncia de luz durante o
periodo de aproximadamente trés meses. Desta forma, torna-se mais confiavel e
garantido o armazenamento dos padrdes isolados em laboratério, sendo possivel
ampliar o tempo de uso dos mesmos, e consequentemente reduzir custos da
analise devido a menor uso de insumos e tempo de pessoal para isola-los.
Pretende-se dar continuidade ao teste, ampliando o tempo de estudo, bem como
passando a englobar outros parametros, como refrigeracao e presenca de luz.
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CARACTERIZAGCAO DAS ANTOCIANINAS MAJORITARIAS DA AMORA-PRETA (Rubus
spp.) A PARTIR DE PADROES ISOLADOS POR CLAE E IDENTIFICADOS POR MS-MS

ARAUJO, M. C. P (1), GOUVEA, A. C. M. S (2); GODQY, R. L. O. (1); CABRAL, L. M. C.
(1); FREITAS, S. P.(3)

(1) Embrapa Agroindustria de Alimentos - Rio de Janeiro, RJ. (2) UFRRJ, Departamento

de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Seropédica, RJ. (3) UFRJ, Escola de Quimica —

Rio de Janeiro, RJ. E-mail: manuela@ctaa.embrapa.br

A caracterizagdo das antocianinas presentes nas mais diversas matrizes é um
procedimento dificil devido a baixa disponibilidade de padrées analiticos comerciais. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar as antocianinas majoritarias da amora-preta
(Rubus spp.) a partir de padrbées previamente isolados por procedimento adaptado para
cromatografia liquida de alta eficiéncia e posteriormente identificados pelo sistema de
espectrometria de massas Synapt da Waters®. Para tal foram utilizados frutos congelados
provenientes do estado de Minas Gerais. Foi possivel identificar na amora-preta a
presenca das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo, as quais
foram obtidas a partir do acai (Euterpe oleraceae mart.). A identificacdo destas duas
antocianinas na amora-preta através da comparagdo com os padrdes isolados e
identificados no laboratério confirmou o que alguns trabalhos presentes na literatura
relatam. Além da comparacdo com o tempo de retencdo dos padrdes, a identificacao
também foi confirmada pela técnica de adicdo padrdo. A quantificacdo das mesmas foi
realizada pela técnica de padronizagdo externa, onde uma curva de calibracdo foi
elaborada para cada um dos dois padrbes isolados. A concentracdo dos padrdes foi
obtida por espectrofotometria UV-Visivel, uma vez que o valor da absortividade molar de
cada padrao isolado é conhecido. A concentracao encontrada de cianidina-3-O-glicosideo,
a qual equivale a aproximadamente 88% das antocianinas totais da amora-preta foi de
442mg/100g. Para a cianidina-3-O-rutenosideo, composto  equivalente a
aproximadamente 5% das antocianinas totais deste fruto, foi determinada uma
concentracao igual a 2,8mg/100g. A partir dos resultados obtidos, observa-se ser possivel
isolar padroes de diferentes matrizes, para caracterizar outras amostras, com
confiabilidade e economia.

Palavras Chave: antocianinas, amora, padroes
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Efeito do pré-tratamento enzimatico no teor de antocianinas do suco
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Godoy?, Suely Freitas®
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. ®Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brasil
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INTRODUCAO: O fruto da amoreira-preta (Rubus spp.) contém 85% de agua,
10% de carboidratos, além de ser fonte de compostos funcionais, como acido
elagico e antocianinas [1,2]. Além da fungdo como pigmento, as antocianinas
apresentam atividade antioxidante, sendo bastante estudadas nos ultimos anos
devido a esta propriedade funcional [3]. O grande mercado para produtos de
amora-preta é gerado a partir do suco clarificado e concentrado; base da
elaboracdo de uma vasta gama de produtos, como caldas para sorvetes, geléias,
xaropes, bebidas alcodlicas e refrescos [4].

Ha relatos que em frutas como morangos, cerejas, amoras e ameixas, 0 suco esta
retido dentro da estrutura celular e precisa ser liberado. Preparados enzimaticos,
quando adicionados a fruta, promovem a quebra da parede celular e hidrolisam os
compostos pectoliticos, facilitando o transporte do suco [4]. Esta caracteristica
pode aumentar o rendimento de algumas substancias presentes no fruto quando
submetido ao processo de clarificacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar pela
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a influéncia do pré-
tratamento enzimatico na concentracao das antocianinas majoritarias da amora-
preta, cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo, no suco microfiltrado
deste fruto.

MATERIAIS E METODOS:O tratamento enzimatico do suco de amora foi
realizado antes da etapa de centrifugacdo do mesmo, com 400ppm da enzima
Rapidase, a 35°C por 30 minutos. Ap6s o tratamento enzimatico o suco foi
centrifugado em centrifuga de cesto. A microfiltragdo visando a clarificacdo do
suco de amora foi conduzida em um sistema de membranas tubulares composto
por trés membranas de d&-alumina em série com poros de 0,1um de didmetro e
area filtrante total de 0,0165m?, a 35°C.

A avaliacdo das antocianinas majoritarias pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia foi realizada por metodologia adaptada por Aradjo e colaboradores
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[5]. A quantificagcdo das mesmas foi realizada por padronizagcédo externa a partir de
padrdes analiticos isolados e identificados por Gouvéa e colaboradores [6].

RESULTADOS:O pré-tratamento enzimatico do fruto promoveu uma reducao
significativa na viscosidade do suco com consequente aumento no fluxo permeado,
na etapa de microfiltracdo. De fato, sem o tratamento enzimatico o fluxo permeado
foi tdo baixo que sua determinagdo ficou inviavel. A figura 1 apresenta o
comportamento do fluxo permeado ao longo do processo de microfiltracdo do suco
de amora previamente enzimado. A avaliagdo das antocianinas permitiu que fosse
observado um aumento na concentracdo de antocianinas no suco submetido ao
pré- tratamento enzimatico quando comparado ao suco in natura (Tabela 1). O
tratamento enzimatico da amora ocasionou aumento na disponibilidade das duas
antocianinas majoritarias do fruto no suco, em relagdo a amostra integral.
Observou-se um aumento de 69% no teor de cianidina-3-O-glicosideo apds o pré-
tratamento, enquanto para a cianidina-3-O-rutenosideo foi observado um aumento
de 77,8%.

No processo de microfiltracdo, 43,1% da cianidina-3-O-glicosideo da corrente de
alimentacdo passaram para o permeado, enquanto 12% ficaram retidas pela
membrana. Em relagdo a cianidina-3-O-rutenosideo, 51,5% permearam e 9,2%
foram retidas. O balanco de massa do processo demonstrou uma perda de 44,9%
e de 39,3% das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo,
respectivamente, durante o processo.
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Fig.1. Comportamento do fluxo permeado no processamento por microfiltracdo do
suco de amora preta previamente submetido a um tratamento enzimatico.

Tabela 1: Teor de antocianinas nas correntes de suco integral e suco tratado
enzimaticamente.

Clanidina:3-0- Gianidina-3-O-
?mg/1 00g) rutenosideo (mg/1009)
Suco integral 32,89 2,30
Suco apos tratamento 55.61 4.09

enzimatico
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CONCLUSOES:

O tratamento com 400 ppm de enzima hidrolitica resultou no decréscimo da
viscosidade do suco e viabilizou o processo de clarificacdo deste suco por
microfiltracdo. Foi observado também que o tratamento enzimatico aumentou a
concentragdo das antocianinas no suco de amora. A maior disponibilidade das
antocianinas no suco tratado enzimaticamente proporciona o aumento das
mesmas nas demais correntes, atenuando o efeito das perdas associadas ao
processamento. Por outro lado, os resultados verificados no processo de
clarificagdo indicam a importancia de melhorar as condi¢des do processo para
evitar as perdas observadas e permitir que o suco clarificado de amora apresente
valores destas antocianinas semelhantes ao do suco integral.
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