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RESUMO

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. AvaliagdoCromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia do efeito da microfiltragcdo do suco a®@-preta Rubusspp.) sobre a
composicao de suas antocianinas majoritarias. Rio deqQa2@10. Dissertacado (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicoscel&de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutascias, posicdo que tem
como suporte as condi¢des favoraveis de clima, sdispenibilidade territorial do Pais. A
demanda por frutas frescas tem aumentado sistematicam@Entéltimos anos devido a
associagcdo entre consumo de frutas e saude. Nest@gcenBrasil foi favorecido devido
ao grande destaque para as frutas tropicais nos principarsadns mundiais.
Paralelamente ao segmento de frutas frescas, o proesgeade frutas no Brasil vem
mostrando um forte crescimento do consu@ocultivo da amora-pretd&R(busspp.) tem
se tornado uma alternativa muito atraente, devido enwtres fatores, a elevada presenca
de compostos fendlicos na fruta, mais especificamentntacianinas, e também ao baixo
custo de implantagdo e manutengdo do pomar. Este tatela como objetivo geral
avaliar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia eitef da microfiltracdo do suco da
amora-preta sobre a composicdo de suas antocianinasit@n@gr (cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo) também caraatias no presente estudo. Para a
realizacdo do processo de microfiltracdo do suco dasapreta, foi necessario realizar um
pré-tratamento enzimatico para hidrolisar os polisgdeas e, como consequéncia, reduzir
a viscosidade do suco, permitindo assim 0 escoamento dwnaneAs variaveis
operacionais para o pré-tratamento enzimatico (tempara@r38C e concentracdo do
extrato enzimatico (Rapidase) igual a 4mL/kg) foram dedimineste trabalho através de
avaliacdo do comportamento reolégico do suco de amota-preegral e hidrolisado.
Foram observadas perdas de, aproximadamente, 45% paradinai@rD-glicosideo e
39% para a cianidina-3-O-rutenosideo durante o processo d#ilnégzdo. O rompimento
da parede celular durante o pré-tratamento enzimatico reestzis perdas, uma vez que
ocasionou um aumento na disponibilidade das antocianiesslo sentdo esta etapa

considerada fundamental para o processo.

Palavras-chave: Amora-preta. Antocianinas. Microfiltcad&atamento enzimatico.



ABSTRACT

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. AvaliagdoCromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia do efeito da microfiltragcdo do suco a®@-preta Rubusspp.) sobre a
composicao de suas antocianinas majoritarias. Rio deqQa2@10. Dissertacao (Mestrado
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicoscel&de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Brazil is the third largest producer of fresh fruits, ipos supported by the
favorable climate, soil and the country territoriabigability. Demand for fresh fruits has
grown in the recent years due to the association bateeesumption of fruit and health.
Consumers, concerned about health, have been buying fradr@iices in recent years,
with a great emphasis on Brazil at this market. In shisnario, Brazil was favored due to
the large emphasis on tropical fruits in the mainlyrtdl markets At the same time, the
cultivation of blackberry (Rubus spp.) has become a atrgctive alternative, due among
other factors, to the high content of phenolic compoumusfruiit, especially the
anthocyanins, and also to the low cost of deploymentnaaithitenance of orchard. The
main objective of this study was to evaluate by High Perémce Liquid Chromatography
the effect of microfiltration , which is a unit opeaatiwidely used for industrial production
of juice, on the composition of the blackberry juioajority anthocyanins (cyanidin-3-O-
glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside) which were alsoacherized at this study. To
perform the microfiltration process of blackberry piigt was necessary to conduct an
enzymatic pretreatment for hydrolysis of polysaccharidels aonsequently, reduce the
juice viscosity, thereby allowing its flow. The opergtinariables for the enzymatic
pretreatment (temperature of°85and concentration of the enzymatic extract (Rapidase)
equal to 4mL/kg were defined in this work through rheologicAbb®r study of raw and
hydrolyzed blackberry juices. It was observed loss of 44i®%cyanidin-3-O-glucoside
and 39.3% for cyanidin-3-O-rutenosideo during the microfittraprocess. The enzymatic
pretreatment prevented these values were higher, singgedcaan increase in the

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

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

O cultivo da amora-pretaR(busspp.) tem se tornado uma alternativa muito
atraente frente ao de outras fruteiras por ter memmusiss de implantacdo e manutencgao
do pomar, apresentando, por exemplo, um indice de luced&vide cerca de 78%. Os
custos mais baixos devem-se principalmente ao fato tlataede uma cultura rastica, com
menor incidéncia de pragas e maior adaptacado aos difetgpuesde solo e condigbes
climaticas. Adicionalmente, a producdo pode ser destite@at® ao mercado de frutas
frescas como ao processamento da fruta, gerando produtosialidaslos como sucos e
geléias (OLIVEIRAet al, 2004).

Nos Estados do Sul, S&o Paulo e Sul de Minas Geraiynalic@es climaticas
permitem a oferta de frutas das espécies de clima tempearach® a amora-preta, por
diversos meses no ano. No Rio Grande do Sul (principatlupyp brasileiro) a
produtividade de amora-preta pode alcancar até 10.000 kg/liaAMROYNES, 2002).

A é&rea cultivada com amoreira-preta vem aumentando itsi0s anos,
principalmente devido ao seu sabor diferenciado e as prapedaenéficas a saude
(OLIVEIRA et al, 2008). Os beneficios sdo devidos principalmente a elevadanpa de
compostos fendlicos na fruta, mais especificamentanéscianinas, que sao pigmentos
responsaveis pela variacdo de cores do vermelho ao rofkatae flores e folhas, e que
apresentam alta atividade antioxidante (MOTA, 2007). Comparadéros frutos ainda em
relacdo a sua capacidade antioxidante pode-se listar, ré@m odecrescente: acerola,
manga, morango, uva, acai, goiaba, amora, graviola,cuojaracupuacu e abacaxi
(KUSKOSKI, 2006).

O interesse por sucos de frutas tem aumentado muito rze giitimos anos,
havendo um grande destaque para o Brasil por ser o maiorq@redxportador dos paises
em desenvolvimento (KUSKOSKI, 2006; CHAVE& al, 2004). A aplicagcdo de
processos de separacdo por membrana na producdo de sucdgeénigagpromissora, uma
vez que tem sido indicada como alternativa potencial pathazir as perdas sensoriais e
nutricionais que podem ocorrer nosS processos comumenizadds para conservagao,
clarificacdo e concentracdo dos mesmos (VAILLANTI, 1999; SAet al, 2003).
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Os processos de separagdo por membranas operam em bangesateras
contribuindo para a manutencdo das caracteristicamaisigdas frutas (MATTAet al,
2004), havendo assim a maior preservacdo dos compostosseéesiveis como as
antocianinas, que sao nutrientes importantes a fisiolagrana.

A amora-preta normalmente apresenta uma grande coag@mtdo polissacarideo
pectina, o que torna a sua polpa altamente viscosa. Sesidn pasra a utilizagdo de
tecnologias de membranas torna-se necessario avaliggrepaiedades reoldgicas e propor
alternativas viaveis para reduzir sua viscosidade umaquezesta caracteristica esta
diretamente associada as propriedades de escoamento dpglolpstema de membranas
(HAMINIUK et al, 2008).

A quantificagcdo por cromatografia liquida de alta efici@n(CLAE) das
antocianinas majoritarias presentes nos sucos de anssagubmetidos ao processo de
separagao por membrana permite avaliar o efeito da Iiti@@do na composicado destes
nutrientes e pode se tornar um parametro de qualidade do suco.

A quantificagdo do teor de antocianinas é um procedimeriticocdevido as
dificuldades enfrentadas durante a aquisicdo de padrOgsmdi@es analiticos comerciais
sdo disponibilizados em pequenas quantidades e com o grau de papaz, além de
serem caros. O uso da Cromatografia Liquida de Altaéfia para o isolamento das
antocianinas majoritarias do acai (cianidina-3-O-glicosiglemanidina-3-O-rutenosideo),
encontradas em grande teor neste fruto, € uma aliexmmra superar estas dificuldades,
pois possibilita 0 uso das mesmas como padrdes analiticapiantificacdo de outras
matrizes onde estas duas antocianinas estejam presantes,é 0 caso da amora-preta
(GOUVEA et al, 2009).
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objgeval a avaliacdo, via
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do efeito d@naiiltracdo sobre a composicao
das antocianinas majoritarias da amora-preta. Os objetdpEsificos foram:

Isolamento via CLAE das antocianinas cianidina-3-O-glicasi&eianidina-3-
O-rutenosideo a partir de amostra de acgai liofilizad@ pailizagdo como
padrdes analiticos;

Caracterizacdo das antocianinas majoritarias da ametra-prpartir de padrées
isolados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

Sele¢do das principais variaveis operacionais para trghegnento enzimatico
do fruto, temperatura e concentracdo do extrato enzimdésppnsaveis pela
reducdo na viscosidade do suco de amora-preta,

Avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimatico do sucandera-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, génadnasiRo qual engloba mais
de trezentas espécies nativas da Europa, Africa, Aglamérica, inclusive do Brasil
(SANTOSet al, 1997). As plantas sdo na maioria das vezes de crescidiustivo de
porte ereto ou rasteiro, e 0s frutos sao do tipo agregado sabor acido a doce-acido e
coloracdo negra. Ainda que vendidos in natura, os frid@s preferencialmente
comercializados na forma industrializada, devido ao fatpadsuirem elevada atividade
respiratdria € como consequéncia uma vida pos-coliogitta. Os frutos podem ser
congelados, enlatados, processados na forma de polpa fiasgadi em produtos lacteos
(como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), sucagléias (ANTUNES, 2002;
ANTUNES, 2003).

O fruto da amoreira-preta (Figura 3.1) contém, em média, @%qgua, 10% de
carboidratos, além de ser fonte de compostos funcimw@i® acido elagico e antocianinas
(ANTUNES et al, 2002; MORENO-ALVAREZet al, 2002).

A cultura da amora-preta € muito apropriada para a agmaulamiliar, uma vez
gue necessita de grande demanda de mao-de-obra e ptssantdbilidade por area. No
Brasil, a area cultivada é de aproximadamente 250 ha, monemento de 5% ao ano
(OLIVEIRA et al, 2004).

No Brasil, na década de 1970, a cultura da amora-preta fodizida pela Estacéo
Experimental de Pelotas, atual Embrapa Clima Temperad®jmn Grande do Sul. Desde
entdo, o seu cultivo cresceu neste Estado bem con®denRaulo e Minas Gerais, com a
introducao e adaptacao de novas cultivares (ANTUNES, 2002).

Desde o inicio da cultura da amora-preta as seguintégacedt foram lancadas no
Brasil: Ebano, em 1981, Tupi, em 1988, Guarany, em 1988, e Xaean®004, além das
cultivares Brazos, Comanche e Cherokee nos Estadosdf8&@NTOSet al, 1997). As
cultivares citadas foram langadas no Brasil pela Bp#iClima Temperado, a qual vem
conduzindo desde 1975 um programa de melhoramento genético darrap@ta
(Oliveiraet al, 2008).
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Figura 3.1 — Fruto da amora-preta (Fonte: websmed. pegt@ats.gov.br).

3.2.2 Propriedades reolégicas da polpa da amora-preta

O comportamento reolégico e as propriedades de fluxo deagpade frutas
desempenham um importante papel no desenvolvimento e agatlacéquipamentos de
processos tais como bombas, tubulagdes, trocadoresodeevaporadores, esterilizadores
e agitadores. As pectinas, também presentes na amtaaipfieenciam o comportamento
reologico das polpas das frutas devido as suas propriedadéEages. E um
polissacarideo natural, frequentemente usado como aditivensar, sendo constituido, em
grande parte, por unidades de acid-4)-D-Galacturbnico com alguns grupos
carboxilicos presentes na forma metil éster (HAMINI&tkal, 2009).

Segundo Haminiulet al (2006), a viscosidade aparente da polpa de amora diminui
com o aumento da taxa de deformagédo e temperatura.it® @detemperatura sobre a
viscosidade aparente pode ser representado pela equacabel@usr(equacdo 3.1), onde
a ordem de grandeza da energia de ativacdo mostra a depertenscosidade com a

temperatura.
- Ea
m=meRr'

onde:

m viscosidade (cP);
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Ea - energia de ativagéo do fluxo (kcal/gmol);
R - constante do gés ideal (1,987%&6al/gmol.K);

T - temperatura absoluta (K).

Segundo Branco (1995), o conhecimento dos parametros msEOgiimportante
nas aplicagdes industrias ndo s6 para determinar o condenenergia necessario para
bombear uma polpa de fruta altamente viscosa, mas tapd@mesolver problemas como
incorporacao de ar, o que pode causar dificuldades na operagdmlokaimento e reacoes
indesejaveis como oxidagéo, além de contaminacéo.

De acordo com Ibaret al (1996) o comportamento reoldgico dos sucos de frutas,
em geral, ndo pode ser descrito como o de um fluido NeavtonPara os fluidos nao-
Newtonianos a relacdo entre a taxa de deformacgéoemsaa de cisalhamento ndo é
constante.

Todos os produtos liquidos derivados de frutas sédo sistigifdafcos, compostos
por particulas solidas dispersas em um meio aquoso.i&iaascoa com caracteristicas
pseudoplasticas (a viscosidade aparente decresce com detdedormacéo), mostrando,
por vezes, uma resisténcia inicial ao escoamento (EOISE DURAN, 1982).

A Lei da Poténcia é comumente usada para descrever podamento de fluidos
nao-Newtonianos. O modelo de Ostwald-de-Waelle (equacée 8.2)odelo de Herschel-
Bulkley (equacao 3.3) sdo os mais adequados para este tijpodde(FERREIRAEet al,
2002;MELOet al, 2008).

onde:
t - tensdo de cisalhamento (Pa);

K — indice de consisténcia (Pj;s
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dv/dy - taxa de deformacao'js
n — indice de comportamento do fluido (adimensional).

Geralmente, os fluidos alimenticios, como as polpaksula, sdo um caso especial

da expressao de Herschel-Bulkley, na qual a tensde ldaitescoamentag] € nula, ou se

assume como zero, de forma que a equacgao 3.2 torna-se atifizmda (BALISCHlet al,
2002).

3.2 Flavondéides

Os flavondides sdo estruturas aromaticas encontradaglnzéente nas plantas,
sendo classificados como metabdlitos secundérios d&gtagigmentos naturais presentes
nos vegetais e que possuem importante acédo contra agricl@stes, como por exemplo,
aos raios ultravioleta, a poluicdo ambiental, a sulgghs quimicas presentes nos alimentos,
entre outros (MARTINEZ-FLORES, 2002).

Dentre os compostos fendlicos de maior interesse gasaude, os flavonoides
destacam-se por apresentarem efeitos protetores conti@s wdoencas, como as
cardiovasculares e o cancer (WALLE, 2004).

Os flavonodides apresentam uma estrutura comum compastadqs anéis
aromaticos ligados por trés carbonos e um atomo de oxif@mi@mndo o nucleo flavano
(Figura 3.2), que € um heterociclo oxigenado. O grau de oxidac&o padrdo de
substituicdo do anel C determinam as classes de flavor®idestro destas o padrdo de
substituicdo nos anéis A e B definem os compostos espsqiR¢iODES,1996).

Figura 3.2 — Ndcleo Flavano (BRAVO, 1998).
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Os flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendap®sgos que se

incluem na dieta humana. Estes 6 sdo denominados pandia, flavonois, flavonas,

antocianidinas, isoflavonoides e flavononas (MARTINHZRES, 2002; YILMAZ &

TOLEDO, 2004).

Tabela 3.1 — Principais classes e fontes de flades@m alimentos

Classes

Coloragéo

Exemplos

Comentarios

Antocianinas

Flavanas

Flavanonas

Flavonas

Flavonois

Isoflavonois

Azul, vermelha e violeta]

Incolor

Incolor para um amarel
palido

Amarelo palido

Amarelo palido

Incolor

Cianidina
Delfinidina
Peonidina

Catequina
Epicatequina
Luteoforol
Procianidina
Theaflavina

Hesperidina
Naringenina

Apiagenina
Luteolina
Diosmetina
Tangeretina
Nobiletina

Quercetina
Rutina
Mircetina
Kaempherol

Daidzeina
Genisteina

As antocianinas sao
predominantes em frutas e
flores e provavelmente
foram os primeiros
flavondides a serem
isolados. Sao usadas como
corantes.

As flavanas sao encontradas
em frutas e chas (verdes ou
pretos). Biflavanas sao
encontradas em frutas,
lGpulo, nozes e bebidas. O
sabor peculiar de algumas
bebidas, frutas, chas e

vinhos é devido,
principalmente, a presenca
de biflavanas.

As flavanonas sao
encontradas quase que
exclusivamente em frutas
citricas.

As flavonas também séo
encontradas quase que
exclusivamente em frutas

citricas. Conferem o
pigmento amarelo em
flores. Os compostos mais
comuns sao a apianina e a

luteolina.

Os flavondis estao presentes
em diversas fontes, sendo
predominantes em vegetais
e frutas.
A quercetina € o principal
representante da classe.
Os isoflavondis sé@o
encontrados em abundancia
nos legumes,

principalmente na soja.

Fonte: (LOPEZ:t al, 2000)
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3.2.1 Antocianinas

As antocianinas da familia dos flavondides constituem grugmgdeentos sollveis
em agua responsaveis pela maioria das cores vermelhaa laramjl de flores e vegetais
(BROUILLARD, 1982). Devido as suas propriedades antioxidap@ssuem importante
papel na prevengédo ou no retardamento do aparecimento ded@eiacas (MARTINEZ-
FLORES, 2002; KUSKOSK¢t al.,2004; DOWNHAM & COLLINS, 2000).

As antocianinas possuem espectro de cor que vai do vernahazul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas asresrgsndo em tons de
parpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devae arativa coloracdo a esses
pigmentos que se encontram dispersos nos vactoldaresl(DEGASPARI, 2004).

Os frutos considerados ricos em antocianinas séo imemsa coloridos, com suas
cores variando principalmente entre o roxo e o pretdGMEIX et al, 1990). Varias
pesquisas tem sido realizadas com o intuito de se eliminpelo menos reduzir o uso de
corantes alimenticios sintéticos, dando lugar ao usomates de fontes naturais, como as
antocianinas, por exemplo (FRANCIS, 1989; ESEiNI, 2000; HAKE & QUINN, 2008).

Durante o armazenamento, as antocianinas podem sofreficagiies devido a
sensibilidade a temperatura, oxigénio, luz e acdo enzim@t®m@KMAN et al, 1987;
FRANCIS, 1989).

Na natureza, as antocianinas ocorrem glicosiladaglosgue as agliconas séo
conhecidas como antocianidinas. A forma basica dasiantoas € a do cétion flavilium
(Figura 3.3) (MALACRIDA & MOTTA, 2006). Além do grupo de acucarasnolécula de
antocianina pode vir, frequentemente, ligada a um grupo de awmidésicos e outros
substituintes.

+
/O\

/

Figura 3.3 — Cétion flavilium (BOBBIO & BOBBIO,1995)
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As antocianinas encontradas em alimentos sdo todas dieyivdas agliconas
pertencentes aos seguintes pigmentos basicos: malyidielfinidina, petunidina,
peonidina, cianidina e pelargonidina, as quais diferem emtpruanto ao numero de
hidroxilas e ao grau de metoxilas presentes no anel B (LéM&, 2006) (Figura 3.4). A
formacdo do glicosideo e a maior presenca de grupos ©@tferem, em geral, cor mais
avermelhada e maior estabilidade a oxidacdo e ao calor doogaemento das
hidroxilacdes, que por sua vez proporcionam predominioatas cosa e azul (BELIT&t
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 (MARIBB & MOTTA, 2006)

As antocianinas podem prevenir danos causados pelos rddioegs através de
varios mecanismos, como por exemplo, o carreamentdo dale radical livre. As
antocianinas sédo oxidadas pelos radicais, resultando emdical nmenos reativo e mais
estavel. Em outras palavras, as antocianinas estabifizaespécies reativas de oxigénio
através de sua reacdo com o componente reativo do radiadto poder de reacdo do
grupo hidroxil das antocianinas com o radical torna-o i0a(NIJVELDT, 2001). Esta

reacao pode ser observada na equacgéo 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 importancia dos grupos hidroxilaa parlevada
capacidade antioxidante das antocianinas, como por exetiaglalelfinidinas e cianidinas
(KUSKOSKI et al, 2004).

As antocianinas apresentam cores diferentes dependendo dio peio em que se
encontram (Figura 3.5), ocorrendo a obtengcédo de solugéasries ou coloridas, podendo
ser vermelha, violeta, azul ou amarela (TERCI & RO2802). Esta possibilidade de
mudanca de coloracdo é considerada uma das desvantagenstatisniaas quando
comparadas aos corantes sintéticos (ANDERSEA, 1998).

Segundo Xavier (2004), em solugcdes aquosas, as antocianinaacsetram
comumente na forma de uma mistura de diferentes @stsuguimicas em equilibrio:
cation flavilium (vermelho), base anidra quinoidal (azpseudo-base carbitol (incolor), e
chalcona (incolor ou levemente amarela). Em pH abdéx@, as antocianinas apresentam-
se basicamente na forma catidnica; com o aumento do gobitre uma répida
desprotonacdo para formar a base quinoidal. Em meio acudsdratacdo do cation
flavilium leva ao equilibrio entre a forma carbitol ealdona. A temperatura ambiente, e
em meio levemente acidificado, o equilibrio entre amdar carbitol e calcona é muito
lento e leva horas para ser atingido. O aumento da tatoperdesloca o equilibrio na
direcdo da formacédo da base chalcona (HERERIA, 1998).

O meio acido faz com que o cétion flavilium ndo seja aespado, preservando
assim a estrutura. Em pH mais alto ocorre a desprotomagantocianinas e com iSso 0
oxigénio fica mais reativo ficando mais facil de ocoassociacdo com outra molécula, o

gue pode dar origem as antocianinas poliméricas.
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Figura 3.5 — Equilibrio das antocianinas em solucdo aqud@sderR, 2004).

3.2.2 Antocianinas na Amora-preta

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

Kuskoskiet 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 deaaatomo cianidina-3-
glucosideo (Figura 3.6) e cianidina-3-rutenosideo (Figura 3.7).
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EDGchsidea

Figura 3.6 — Estrutura da cianidina-3-glicosideo.

Figura 3.7 — Estrutura da cianidina-3-rutenosideo.

Segundo Ferreira (2008), as antocianinas identificadas ena-gqmeia Rubus spp
cultivar Tupy foram cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-dixgucosideo, cianidina-3-
malonil-glucosideo e cianidina-3-rutinosideo, sendo a prmea majoritaria,
correspondendo a aproximadamente 92,7% das antocianinasRotascontrado 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 extragéo, agédficseparacao,
identificacdo e quantificacdo de antocianinas demanda ecgmpasncaros, além de uma
etapa longa de preparo da amostra. Os métodos usados paalis@ de antocianinas
incluem cromatografia em papel, cromatografia em carfiadacromatografia em coluna,
extracdo em fase solida, cromatografia contra-corregjgectroscopia de absor¢cdo UV-
Visivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE¥spectrometria de massa (MS) e
espectrometria de ressonancia magnética e nuclear (DKKES& DAO, 2002; SKREDE
& WROLSTAD, 2002).

3.3.1 Extragdo das antocianinas

As antocianinas sdo muito sollveis em agua, sendddadreom facilidade a partir
do uso de &gua, metanol e etanol. Com o intuito de preveridacao destes pigmentos, a
extracdo € realizada em meio acido (LEE & HONG, 1992).

Apesar da sua toxicidade, o metanol é o solvente maigadtlina extracdo das
antocianinas. A mistura etanol/dgua apresenta menorérefiai na extracdo destes
pigmentos. Em termos quantitativos, o metanol é 20% eif&iente que o etanol, sendo
este utilizado somente quando o aspecto quantitativo ingmoétante (TERCI, 2004).

A temperatura é outro fator que deve ser controlado a@aetde extracdo das
antocianinas. A hidrélise completa dos aclcares ligadastasianinas ocorre em 1 hora a
60°C na presenca de etanol acidificado, ou quando o exteatolieo é evaporado sob
aquecimento com temperaturas superiores a 40°C. Para rgaaamtiegridade das
antocianinas deve-se conduzir estas operacbes abaixo dgmerdaturas citadas
(OKUMURA et al, 2002). O extrato bruto obtido nesta etapa contém, alésn da
antocianinas, outros compostos fendlicos, acuUcaresid®saorganicos. Desta forma,
qguando necessario, pode-se fazer a purificagcdo do extrataitlzd-lo em outras etapas
da anélise (CAMPOS, 2006).
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3.3.2 Isolamento das antocianinas

A cromatografia em coluna aberta é considerada can@técnica alternativa para
o isolamento de substancias em uma quantidade relatitanadta, as quais podem
posteriormente ser usadas como padrfes analiticos (PBOHR009). Pelas razdes
citadas, esta € considerada uma técnica apropriada pacdamensto de antocianinas
(CAMPOS, 2006).

Campos (2006) isolou antocianinas presentes em extrato preteaipmarificado
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéndi.fragcbes foram coletadas
manualmente diretamente do cromatégrafo para tubos sEoersendo em seguida
realizadas leituras de absorvancia em espectrofotomeétt@ren. Apds este procedimento,
as fragbes foram mantidas por aproximadamente 4 horasaorador para eliminacao do

solvente.

3.3.3 Identificagéo e quantificagéo

3.3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com origem no grego “chroma + graphein”, a cromatografiasotita da cor, € um
método contemporaneo que ganhou relevancia por volta de 103 botanico Mikhail
Semenovich Tswett, nascido em Asti (Itadlia) a 14 de M#B01872, sendo a familia
originaria da Russia. Apos ter estudado na Universidade deb€e (Suica), mudou-se
para S. Petersburgo (Russia) em 1896 onde comegou a trabathar assistente no
laboratério de botanica da Academia de Ciéncias dos Impesafussos. Foi mais tarde
considerado o pai da cromatografia moderna, através dins Wéabalhos experimentais
qgue efetuou, particularmente na separacédo de extratplarttas por adsorcéo diferencial
em colunas de vidro (Figura 3.8), tendo verificado a nitidaragdo de diversos pigmentos
corados. Desde entdo, enormes avangos tém sido tizedos com elevado mérito por
diversos cientistas pioneiros no desenvolvimento efeipeamento desta importante
técnica de separacao (ETTRE, 2000).
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‘chioraphylis

Figura 3.8 - Exemplo de separacgdo cromatografica de néidés em coluna de vidro (PACHECO, 2009).

Segundo Rosa (2005) a cromatografia liquida de alta efiaiénaima técnica
instrumental de grande precisdo, que utiliza os princgfaosromatografia liquida classica

em equipamentos (figura 3.9).

i
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Figura 3.9 — Modelo comercial de um cromatografo liqurRIDKA, 2005).

Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéff€igura 3.10) é composto por
um sistema de reservatorio de solvente, uma bomba, etorimje amostra, uma coluna,
um detector e um computador com software de aquisicdo cessamento de dados
(ROSA, 2005).
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Figura 3.10 — Sistema bésico de um cromatégrafo liquido ARES5)

O perfil de antocianinas é distinto para diferentes fryitadendo ainda variar de
acordo com a cultivar analisada. Cromatografia liquidalte eficiéncia de fase reversa
acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (DAD)stdma ferramenta mais usada
ultimamente para a identificacdo e quantificagcdo dawcmminas. Antocianinas
individuais podem ser separadas por sua polaridade, o que esedenmhipos de retencdo
diferentes. A quantificagcdo das antocianinas pode seraéalpela comparacdo com um
padrdo externo. Contudo, quando se usa somente um padraimcapalia quantificar
diferentes antocianinas presentes na amostra, normtalnge cianidina-3-glicosideo, as
concentragbes reportadas podem ser inferiores as rddRSDet al, 2005; HONG &
WROLSTAD, 1990; FRANCIS 1982). Deve-se ainda ressaltar que atifigscdo de
antocianinas é considerada um problema critico devido alddide de se obter padrdes
comerciais seja pelo alto preco ou pelo baixo grau de purspandiel no mercado
(GIUSTI, 1999).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia de fasersayas colunas utilizadas sado
aquelas que possuem grupos funcionais apolares (C8, C18 e C3@pmemte ligados ao
suporte de silica, como ilustrado na Figura 3.11 (ROSA, 2005).
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ol ancora

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

Os mais populares detectores em CLAE sdo os detectoredsoebancia de
radiacdo ultra-violeta. O principio de funcionamento ohesmos € que a fase movel que
emerge da coluna passa através de uma pequena célula quedd mamaminho de um
feixe de radiacdo UV-Visivel, provinda de uma lampada de deutd¥), ou tungsténio
(Visivel). A radiacdo ndo absorvida € medida em um dipo denominado fotodiodo
(SKOOGet al, 1997).

Nos detectores de arranjo de fotodiodos a radiacdo poéticamapds passar
através da amostra é dispersa por uma grade fixa (monocm@sigddingindo o arranjo de
fotodiodos(de 512 a 1024 diodos). Cada diodo mede uma bandtaestreomprimento de
onda no espectro, dessa forma o PDA tem uma aqui&éados paralela, todos os pontos
do espectro sendo medidos simultaneamente. A habilidacdezele medidas de multiplos
comprimentos de onda e a alta velocidade de aquisicadicsiggue varias técnicas de
amostragem de sinal podem ser usadas para reduzir o ruido eamuasensibilidade
(SKOOGet al, 1997). Outro ponto importante do uso do detector de ardanjotodiodos
€ que através da aquisicdo de espectros do componente der@assiveis impurezas,
torna-se viavel avaliar a pureza de cada pico (HARBONE, 1993)

Outra metodologia que vem sendo utilizada recentemente @aanalise de
antocianinas é a cromatografia liquida de alta eficiéac@plada a um espectrémetro de
massa. Esta combinagédo gera resultados para a deteondeeftruturas de misturas de
antocianinas (GLASSGEBHi al, 1992b).
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E comum quando se trabalha com misturas naturais complexastocianinas com
uma ampla faixa de polaridade, a necessidade de se otinixgitodo cromatogréfico,
realizando as devidas alteracbes nos solventes e gerfradiente usados (STRACK &
WRAY, 1989).

3.3.3.2 Métodos espectroscopicos

Os métodos espectroscopicos englobam a espectrostpibsor¢cdo UV-Visivel
(Figura 3.12), espectrometria de massa (MS) e a espe@i@simressonancia magnética
nuclear (RMN) (Takeoka & Dao 2002; Skrede & Wrolstad 2002).

O avanco rapido e continuo nas técnicas instrumergais,particular as que
envolvem espectroscopia de ressonancia magnética n(BlkEN) e espectrometria de
massa (MS), tem contribuido muito nos ultimos anoa palucidagédo estrutural em todos
0s campos da quimica de produtos naturais. Para as ainasi#to significa que mesmo
as maiores e mais complexas estruturas podem semiaetdas com estas técnicas. Em
geral, tais determinacdes ndo requerem longas reacOesid®izi;ao ou degradacao
(HARBONE, 1993).

Petri et al. (1997) propuseram um método no qual se utiliza a técnica de
espectroscopia de absorcédo UV-Visivel para a quantificacéotdeianinas, onde o cloreto
de uma antocianina padrdo, mais precisamente o cloret@lg@lima, é utilizado para a
constru¢cdo de uma curva analitica em meio acido, ondetasiasinas apresentam-se
como cétion flavilico.

Outro exemplo de método usando espectroscopia de absok{Adsiel € o
subtrativo, onde agentes oxidantes sao utilizados, pmo#oca descoloragédo das
antocianinas (WROLSTAI®t al, 1982; SOMERS & EVANS, 1974). Pela diferenca entre
a medida de absorvancia da solucdo de antocianinas elugdos@ontendo o agente
descolorante, a absorvancia da antocianina é determinadavertida em concentragédo
através de uma curva analitica previamente preparadairadeagigmentos purificados
(JACKMAN et al., 1987).

Segundo LEEet al (2008) o método do pH diferencial para quantificacdo das
antocianinas totais, o qual contempla o0 uso da espectrostmpiasorcdo UV-Visivel, é
validado e consiste em uma metodologia simples, ré@mfidvel. Esta metodologia tem
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sido muito utilizada pelas comunidades cientifica e im@ligbara a quantificacdo das
antocianinas. Este método torna-se uma opg¢éo vantajosa quandrtratos ha a presenca
de produtos de degradacao (agucares e antocianidinasjnéistdo se baseia na obtencao
de espectros das solugcdes em 2 valores de pH, visto que alteragdo deste parametro,
sdo observadas transformacbes nas estruturas dasaaimas e consequentemente na
coloracdo das solucdes (JACKMAM al, 1987). Sao utilizadas solucdes de pH 1,0 e 4,5
para diluicdo do extrato, sendo as leituras feitas emn®ementos de onda (517nm =
absorcdo maxima; 700nm = auséncia de absorcao). A absorbasci®lucbes a 517nm
em pH 1,0 é proporcional a concentracdo das antociamresentes, enquanto a
absorbancia das solu¢cdes neste mesmo comprimento de oréla, gm pH 4,5, equivale
aos produtos de degradacdo das antocianinas. O céation dlagiéicoloracdo vermelha, é a
forma predominante em pH 1,0 enquanto que o carbinol, ingrédomina em pH 4,5. As
leituras a 700nm corrigem eventuais espalhamentos de luz caysad@articulas em
suspensao. A concentracdo das antocianinas é calculacdarde eom a Equacao 3.2, onde
a absorvancia usada é obtida pela Equagéo 3.3 (CAMPOS, 2006).

=— (Eq.3.2)

A = (As17nm— Avoonn) pH=1,0 = (As17nm— Avoonm) ph=4,5 (EQ. 3.3)

onde:

C é a concentracdo de antocianinas em g/L;

A é a absorvancia calculada pela equagéo II;

MM é a massa molar da cianidina-3-glicosidica (449,2 g)mol
e é o coeficiente de absortividade molar da cianidina€®gjideo;

b é o caminho 6ptico da cubeta usada no espectrofotdmetro.

A cianidina-3-glicosideo é largamente usada como padraontdeianinas em
diversos procedimentos experimentais devido a abundanda ae®cianina em frutas
vermelhas (TERCI, 2004).
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Figura 3.12- Modelo comercial de espectrofotémetro UV-18&@imadzu.

3.3.3.3 CLAE x Espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € considerada técnica muito precisa
para a quantificacdo de antocianinas. A sua principal ag&it estd relacionada a
dificuldade de obtencédo e o elevado custo dos padrbesrcdam (CHANDRAet al,
2001).

Os métodos espectroscopicos de absorcdo UV-Visivel ce@isiderados uma
alternativa de baixo custo, além de ndo requererem o ysadd&es de antocianinas apés o
estabelecimento das condicbes de determinacdo das nEER@ESTAD et al, 1982).

Segundo Leeet al (2008), o método de pH diferencial, o qual usa
espectrofotdmetro UV-Visivel, € uma boa alternativa paréaboratérios que ndo possuem
um cromatégrafo liquido. A cromatografia liquida de efieiéncia permite a identificacédo
e a quantificacdo das antocianinas, enquanto que o método difepéhcial permite

somente a quantificacdo das mesmas.

3.4 Processos de separacao por membrana

Uma membrana pode ser definida como uma barreira que separéases e que
restringe, total ou parcialmente, o transporte de umanasvespécies quimicas presentes
(CHERYAN, 1986; NOBLE, 1993). A classificacdo das mesmas pedé&ita a partir das
suas caracteristicas morfolégicas como, por exenapfiresenca ou auséncia de poros, o
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tamanho dos mesmos e o0 grau de simetria, a partir dederéscas quimicas como em
relacdo ao material que a constitui e ainda de acomcadorma e tipo de modulo em que
estao inseridas (MULDER, 1991). O tipo de forgca motriz zailo e a composi¢cao da
membrana definem os diferentes processos: microfiiragérafiltracdo, nanofiltracéo,
dialise, osmose inversa, evaporacdo osmoética, pengimrgpermeacdo de gases
(PORTER, 1990).

Os processos com membranas estdo sendo aplicados modif@@ntes setores
industriais, para as operacdes de separacgdo, purificagcamnoentracéo. Esta tecnologia
apresenta-se adequada partas certas aplicacbes especifieass métodos convencionais
de separacdo mostram-se ineficientes, gerando grande gderdelafluentes e/ou custo
operacional elevado. O aumento da rigidez imposta pejatareentacbes ambientais nas
ultimas décadas também contribuiu de forma positiva parascente uso da tecnologia de
separagao por membranas. Neste sentido, a utilizac&wehranas possibilita redugéo
dos desperdicios e aumento nas oportunidades de recupenmagiclagem de substancias,
possibilidade de separacdo de compostos termolabeis (HABRPRGES & NOBREGA,
2006).

Os modelos mateméticos visando relacionar a forcaiareim o fluxo permeado
sdo importantes para se entender os mecanismos dec&epar&olvidos nos processos
com membranas.A forca motriz, pode ser a diferenca aliegte de pressao hidrostatica,
de presséo parcial, de concentracdo e de potencial ®@t@ESet al, 2007; MATEUS
et al, 1993).

Nos processos que utilizam a diferengca de pressdo dompa motriz o fluxo
permeado (JP) é diretamente proporcional a diferengaredsdo efetiva (P), conforme
apresentado na Equacao 3.4.

Jp="P, (DP) (Eq. 3.4)

onde:
P+ — permeabilidade hidraulica;
P — diferenca de presséao aplicada entre os das @a membrana.
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A capacidade seletiva da membrana pode ser caicalidveés do coeficiente de
rejeicdo R, definido como a fracdo de soluto refda membrana, para uma dada
concentragdo de alimentagc&do, como descrito na Bquaé:

R(%)=[(C, - C,)/C,]x100 (Eq. 3.5)

onde:
Ca — concentracéo de soluto na alimentagéo;

Cp — concentracéo de soluto no permeado.

Os processos de micro, ultra e nanofiltracdo atiizmembranas porosas cuja
seletividade é caracterizada pela diferenca dertamnantre as moléculas da solugéo e os
poros da membrana; promovendo, entdo, um fluxo exiiwo com escoamento do
permeado por entre 0s poros. Estes processosnditarge si pelo tamanho dos poros, que
diminuem da microfiltracdo para a nanofiltracdo6 (Om para 100 Da) aumentando a

resisténcia a permeacao e, consequentementerengdede pressao aplicada (Figura 3.13)
(CRUZ, 2008).

Microfiltragdo Particulas suspensas
Ultrafiltragdo Macromoléculas
Solutos de baixo PM

Nanofiltragao

Sais

osmse Inversa (TR e nm

bral, L. M. C

Agua
Figura 3.13 — Processos de separacgdo por membrana emduartgizanho dos poros
(CRUZ,2008).
O decréscimo no fluxo de filtrado ou permeado, é dws principais fatores
limitantes nestes processos de separacdo. Tat&ityzode estar associada a fenbmenos

como a polarizagdo por concentracdo, adsorcédo qudim de porosEstes fendmenos

podem ser minimizados através de pré-tratamentespgumovam uma diminuicdo dos
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sOlidos em suspensao presentes na polpa comordugagao, tratamento enzimatico ou
refino, ou ainda através de alteragbes das corgligéeprocessamento (CRUZ, 2008,
LOPESet al. 2007).

Os processos de separacao por membrana podem esad@p em escoamento
tangencial ou frontal (Figura 3.14). Quando ocorf@ocessamento de uma solucao ou de
uma suspensdo no modo frontal, 0 permeado passéstla membrana e o soluto, ou 0s
materiais em suspensao, sao retidos, ficando aedosiha superficie da membrana. Trata-
se de um modo de operacao transiente, uma vez qoecantracdo do soluto proximo a
membrana aumenta com o tempo. No escoamento taalg@nsolucdo ou suspensao escoa
paralelamente a superficie da membrana enquantoemnepdo € transportado
transversalmente a mesma. Neste caso, 0 escoarpardlo a membrana limita o
acumulo do material retido sobre a mesma (HABERAL 2006).

Filtragio Convencional ; A

Menezes, L. F. S.

Filtragzio Tangencial B

\ 2 A 4

Figura 3.14 — Esquemas de filtracdo convencional e tareé@&UZ, 2008)

3.4.1 Microfiltracao

Segundo Paulat al (2002), a maior aplicagdo da tecnologia de menazana
industria de suco de frutas tem sido para obtede&ucos de frutas clarificados através da
remogéo de celulose, hemi-celulose e pectinas porofiftragdo ou ultrafiltragdo. As

substancias responsaveis pela turbidez do sucoesélas pela membrana, e o produto
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permeado € o suco clarificado. Estes processoseado testados com sucesso, como uma
alternativa a clarificacdo enzimatica, que em geealessita de duas etapas de filtracéo,
além de necessitar de grandes quantidades deagexitie filtracdo, o que aumenta o custo
do processo e contribui para o aumento de efluédkeos.

Durante a microfiltracdo do suco da polpa de frutaf®uling, que se caracteriza
pelo aumento da resisténcia a passagem do sopelatenembrana, podendo ser resultante
tanto da diminuicdo da porosidade (entupimentoprgds) quanto da polarizagédo de
concentragdo e formacdo de camada gel na supatéiacieembrana, pode ser causado por
pectinas, taninos, proteinas, amido, hemiceluloselglose (CARNEIRCet al., 2002;
CRUZ, 2008).

Segundo Preventing (2001), as perdas continuasapacidade do processo de
microfiltracdo séo devidas a formacdo de uma carfiedi®e que surge naturalmente na
superficie da membrana durante a filtracdo e que,adicdo & queda do fluxo da
membrana, age como uma membrana secundaria reduaiséletividade da membrana

original.

3.4.2 Tratamento enziméatico

A principal dificuldade na producgé&o industrial deess de fruta estava associada
aos baixos rendimentos em consequéncia das dédidetdencontradas para se realizar a
etapa de filtracdo e para se obter uma clarificag@&itavel dos mesmos (BHAT, 2000). O
suco resultante das frutas despolpadas € rico etftydas insoliveis e em materiais
suspensos constituidos, principalmente, por sutistipécticas, polissacarideos em geral
(como, por exemplo, celulose, hemicelulose e o @migroteinas, taninos, metais e
microorganismos (KASHYAPet al, 2001; FERNANDES, 1999). Para superar estas
dificuldades, as pesquisas desenvolvidas sobrer@segs0os bioquimicos indicaram a
utilizacdo de enzimas de maceracdo (pectinaseglaset e hemicelulases) durante o
processo de industrializacdo, principalmente com®&tgatamento para sucos a serem
clarificados por micro ou por ultrafiltracdo. Otamaento enzimatico reduz a viscosidade do
produto, pois promove a hidrélise das macromolécpitasentes (BALISCHit al.,2002).
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A reducédo na viscosidade de amostras complexasr&nfo, determinante para o
desenvolvimento de produtos em grande escala. Possiormacdes sobre o
comportamento reolégico destas amostras possiltalitatimizagdo das condi¢cbes das
operacdes unitarias envolvidas no processamentM({NAJK, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amora

Foi utilizado como matéria prima o fruto de amoratp mantido congelado a -18°C
por aproximadamente dois meses (até o inicio doegem), oriundo da cidade de Anténio
Prado, Rio Grande do Sul. O fruto estudado, dadade Tupi, foi adquirido no comércio
varejista do Rio de Janeiro da empresa “Mais Hnaéstria e Comércio Ltda”.

4.2 Solventes e reagentes

Metanol e 4cido férmico, grau de pureza HPLC, decen@edi§.

Agua ultrapura obtida do sistema Milli®@radient 10A.

Padrdes das antocianinas cianidina-3-O-glicosideciaaidina-3-O-rutenosideo
isolados segundo Gouvéaal. (2009).

Enzima: A solugdo enzimatica contendo enzimas madica utilizada para
hidrolise do suco foi a Rapidase® TF da DEbbd Specialities.

4.3 Isolamento de padrdes

Neste trabalho, as antocianinas cianidina-3-O-giden e cianidina-3-O-
rutenosideo foram isoladas pela técnica de cromaftadiquida de alta eficiéncia segundo
metodologia descrita por Gouvéa al. (2009), possibiltando o uso das mesmas como
padrbes analiticos para quantificacfes e identifies. A amostra utilizada para obtencao
dos padrdes por CLAE foi acai liofilizado, ondeassiuas antocianinas sdo majoritarias.

O diferencial desta metodologia é que no sistemmaatografico a saida do detector
é conectada a uma valvula seletora de colunas e@ntanais RheodyfeTal valvula é
adaptada para selecionar canais de saida ao iey@ssdiveis colunas, substituindo o papel
do tradicional coletor de fragbes (Figura 4.1).aPaplar as antocianinas de interesse, a
valvula seletora (Figura 4.2) foi programada parecibnar a saida do detector para o canal
1 logo apods o inicio da eluicdo da cianidina-3-@eglideo (16,2 minutos), voltando a
programacdo para o canal de descarte ap0s a elp@m@ial desta antocianina (18,4
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minutos). O mesmo procedimento foi realizado pam@aaidina-3-O-rutenosideo, sendo
gue neste caso a valvula seletora foi programada gieecionar o fluxo de saida do
detector para o canal 2 um pouco ap0s a eluicita degocianina (21,4 minutos),
retornando para a posicao de descarte tambémigacefarcial da mesma (22,9 minutos).

Figura 4.1—- Esquema tradicional para coleta de frac6esRloC H

Figura 4.2 — Valvula seletora de colunas Rheoliyne



42

ApGs a coleta, uma aliquota das fracOes isoladasinfetada no sistema
cromatografico para verificar o grau de purezamesmos, através da avaliacdo da area
dos picos obtidos. As fracdes coletadas foram curadas em cartuchos Sep-Pak C18
Water§, sendo eluidos com metanol grau HPLC também deaniadi&.

4.3.1 Avaliagao da estabilidade dos padroes isadado

Para avaliar a estabilidade dos padrfes isoladosneasmos foram deixados na
solugéo de injegcdo em vial ambar, dentro do injatdomatico, ou seja, em condi¢do de
auséncia de luz e submetidos a uma atmosfera eée,imma vez que os vials ndo estavam
hermeticamente fechados (0 selo da tampa dos megntmsvia sido perfurado em na
injecdo para verificacdo da pureza). Os padréeddampermaneceram guardados no
injetor durante todo o periodo do estudo, submstalvariagcbes da temperatura, ja que tal
compartimento s6 era refrigerado nos dias de anafiermanecendo a temperatura
ambiente quando ndo utilizado. Este teste foizadd por um periodo 90 dias, para as duas
antocianinas e a concentracao destes compostavdtiada por CLAE pela comparacao
das éareas obtidas para os mesmos no primeiro dimo @ia de analise. A presenca de
compostos de degradacédo também foi avaliada atdavéssercdo direta dos padrdes em
sistema de espectrometria de massas com font@idagéoelectrospraypositiva.

4.4 Caracterizacao das antocianinas majoritarias da amora-preta

Para caracterizar as antocianinas majoritariaseptes na amora-preta foi feita a
comparacdo com os tempos de retencdo dos padrg@sdeemétodo de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinad@&cantocianinas, descrito por Aragjo
al. (2008).

Na etapa de extracdo uma aliquota de 1,00mL datearios pesada em um tubo
com tampa de rosca apropriado para utilizacdo enniftega. Adicionaram-se 2,00mL de
solucdo &cido férmico 10% em metanol e mantevesbeagitacdo durante 1 minuto. A
seguir a mistura foi submetida a uma etapa deisagfo por 10 minutos e posterior
centrifugacdo a 3000g a 20°C por igual periodo @e niinutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um baldo volumétrico de 10,00ntrecipitado da centrifugacgéo foi re-
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submetido ao processo de lavagem descrito acimquat® sobrenadante obtido perdesse
sua coloracédo. Apds as sucessivas extracdes, dooysle para 10,0 mL o volume do baldo
volumétrico com &cido férmico 10% em metanol. Gamgou-se a solucdo obtida na
microcentrifuga modelo Bransonic® na velocidadeld®00 rpm por 5 minutos. Uma
aliquota de 1mL do sobrenadante obtido foi evamorsab atmosfera de nitrogénio,
realizando-se em seguida a re-suspensao com a mipsEntdade de metanol 10% em
acido férmico 10%. O extrato ressuspendido foidfamndo para umwial e levado ao injetor
do cromatégrafo liquido.

A andlise cromatogréfica foi realizada em Cromadfigtiquido de Alta Eficiéncia
Water® Alliance modelo 2690/5, com detector de arramgdatodiodosVater® modelo
2996, software Empow&@, colunaSymmetr® C18 3,5m (4,6 x 150mm), fluxo de 1,0
mL/min, 50m de injecdo e comprimento de onda igual a 520nrfas& movel utilizada foi
acido formico 10% em agua (solvente A) e metarmi/énte B) sendo o modo de eluicédo
do tipo gradiente linear (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Adequacéo do gradiente de concentracacedadas!

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 presencga da cianidina-3-O-rutdeosha amora-preta, raramente
relatada na literatura, utilizou-se também a tecdie adicdo-padrdo, realizada na diluicdo
1:2 de uma solucdo de amora-preta com uma soled@g 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-pretarategle outras correntes do
processo foram realizadas em titulador automadtietrohn®, modelo 785 DMP itrino,

apos calibracdo do aparelho com tampdes de pHe47000.

4.5.2 Solidos Soluveis em °Brix

O teor de sélidos soluveis da matéria-prima e deaswcorrentes do processo foi
determinado manualmente em refratbmetro modBdingham + Stanley Limited¢om

correcdo de temperatura (20°C) e expresso em °Brix.

4.5.3 Acidez total titulavel

A acidez total da matéria-prima e de outras coesedp processo foi determinada
em titulador automatico Metrohm®, modelo 785 DMHitrino, com reagente hidréxido
de sodio fatorado com biftalato de sédio. Os valdoeam expressos em mg.100de

amostra.

4.6 Analise de viscosidade

As andlises de viscosidade das amostras foramzada em redmetro de cilindros
concéntricos AR-G2 acoplado ao softwBigeology Advantage ContrdR (Figura 4.3). A
temperatura foi definida na faixa de operacaodiplic processo de microfiltracdo de sucos
de frutas que leva em conta as caracteristica®l@eis dos compostos antioxidantes

Os experimentos foram conduzidos em triplicata pasaco integral de amora e
para amostras previamente submetidas a um préatrata enzimatico, variando-se a
concentracdo do extrato enzimatico conforme plamejgo apresentado na Tabela 4.2. A
faixa de concentracdo da extrato enzimatico (Rapjd®i selecionada com base em dados
da literatura para microfiltracdo de polpas deasuicas em pectina (VAILLANT, 2001).
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Tabela 4.2 — Planejamento experimental para andlissdesidade

Amostras Analise de viscosidade
Suco integre 20°C 25°C 30°C 35°C
Suco +2mL/kg do extrato enzimatic 20°C 25°C 30°C 35°C

(30 min a 35°C)

Suco +4mL/kgdo extrato enzimtico 20°C 25°C 30°C 35°C
(30 min a 35°C)

Suco +6mL/kg do extrato enzimatic 20°C 25°C 30°C 35°C

(30 min a 35°C)

Figura 4.3 — Rebmetro AR-G2

4.6.1 Tratamento matemaéatico dos dados

Os dados de viscosidade aparente em funcdo daregoma@eforam ajustados pela
equacao de Arrhenius (Equacéo 3.1) usando-se amém regressao linear. A ordem de
grandeza da energia de ativacdo avalia a senatbdida viscosidade com a temperatura
(FOX & McDONALD, 2001).
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O comportamento reoldgico da polpa integral e dasst&ras hidrolisadas foi
analisado pelo modelo de poténcia (Equagéo 3.2).

O efeito da concentracdio extrato enzimatico na reducdo da viscosidade do suc
foi avaliado pelo teste de comparacdo de médiaBister (p<0,05) usando o software
XLSTAT (versao 2006).

4.7 Processo
4.7.1 Despolpamento da amora

Apés descongelamento, 8kg de amora-preta foramofesjps na despolpadeira
Itametal (Modelo Compacta/ Fase 220M/ No 356/ C\ctjn um Unico estagio, operando
por gravidade e a temperatura ambiente.

4.7.2 Tratamento enzimatico
O tratamento enzimatico foi realizado na condicdevipmente selecionada

(4mL/kg extrato enzimatico, a 35 por 30 minutos), na qual se obteve maior redacéa
viscosidade da polpa de amora (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Tratamento enzimatico do suco
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4.7.3 Centrifugacéo

Apés o tratamento enzimatico o suco foi centrifugasin centrifuga de cesto
International Equipment Company, modelo SIZE 2 cotacdo de 406g para separagao

das fibras insollveis.

4.7.4 Microfiltracdo (MF)

Limpeza: a limpeza do sistema de MF foi realizaoia égua destilada a 70 a 80°C,
2,5% de NaOH e 400 ppm de cloro. Essa solucdoeforaulada pelo sistema por 20
minutos. Apds esse tempo, aplicou-se durante 10Qtosnuma pressao de 0,5 bar para a
limpeza dos poros da membrana. A seguir, retiroa-selucao de limpeza e recirculou-se
agua filtrada até o permeado atingir pH em torn@,8¢medicdo com fita).

Teste da permeabilidade hidraulica: a permeab#idadraulica do mddulo foi
determinada para avaliar a eficiéncia da etapamgmeta. Para este teste foram utilizados
4L de 4gua destilada (aquecida a 35°C) e o fluxddierminado nas pressdes de 2; 2,5; 3 e
4bar.

Microfiltracdo do suco de amora: a clarificacdo si@o de amora por MF foi
conduzida em um sistema de membranas tubularesostonpor trés membranas de
alumina em série com poros de Grlde diametro e area filtrante total de 0,0165 an
35°C. O sistema operou com vazao de 850 L/h, premsiicada a membrana igual a 3bar e
temperatura de 35£°Q. A vazao e o volume de permeado foram medidomtmvalos de
10 minutos para o célculo do fluxo de permeado ERN (fator de redugéo volumétrica),
respectivamente. A temperatura do processamentsefeicionada a partir dos dados

reoldgicos.

4.8 Andlise das antocianinas por CLAE

A solucgéo, preparada a partir do padréo isoladssuspenso em baldo volumétrico
de 5 mL com a solucdo de injecdo (metanol 10% ddo &rmico 10%) para o sistema
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cromatografico, teve sua concentracdo determinaldalgitura de sua absorvancia a 520nm
em espectrofotbmeti®himadz® UV1800.

Uma aliquota de 10 da solugédo preparada com o padrdo isolado f& seb
nitrogénio e ressuspensa com 2mL da solucdo. Par@aradina-3-O-glicosideo a
absortividade molar é conhecida para a solu¢cdo ©¥ehh metanolé=34300 L/mol.cm),
enquanto para a cianidina-3-O-rutenosideo a abgtatie molar é dada para a solucdo 1%
HCl em aguad=28840L/mol.cm ) (COHEN, 2006; GIUSEL al, 1999).

O célculo da concentragdo em mg/100g das solug@&panadas de cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo foi feito amrdo com a Lei de Lambeert-Beer
(Eq. 3.1), levando-se em conta a pureza da cadsdmlobtida por prévia injecédo
cromatografica, a massa molar de cada antociaswmlada (cianidina-3-O-glicosideo =
449,2g.mof; cianidina-3-O-rutenosideo = 594g.Mple as diluicbes feitas para a
realizacdo da leitura da absorvancia (eq. 4.4).

_ PxAx10’xM,, xFD
T

C

onde:

c é a concentracdo da antocianina em mg/5mL;

P é o percentual de pureza equivalente ao perd¢elgtdaea da antocianina;

A é a absorvancia obtida a 520nm;

10°é o fator para converter a concentracdo de g pgra m

Mwm € a massa molar da antocianina;

FD é o fator de diluicdo (FD = 0,10);

e € o coeficiente de absortividade molar da antad@amo solvente usado
(L/mol.cm);

b é o caminho Optico da cubeta usada no espednoédto (cm).

Com o valor da concentracdo conhecido, foi posgikegarar, por diluicdo, outros
pontos para construgcdo da curva de calibracdo, wadeom volume final de 20f.. Os

pontos foram injetados sob as mesmas condicdesatograficas descritas anteriormente,



49

sendo a curva de calibracéo feita a partir dosrealde concentragcdo em funcdo da area
dos picos (Tabela 4.3). Para a escolha destes esaloruma amostra
foi previamente injetada e observando-se a éareaidagb foi possivel
escolher pontos do padrdo que dariam &areas acimabaxo deste valor,
englobando assim a concentracdo da amostra na, auma vez que a area do pico €&
diretamente proporcional & concentracdo do andlismla condicdo experimental da curva
foi realizada em triplicata.

Tabela 4.3 — Dilui¢cbes da solucdo padréo para obtetazéorva de calibracio

Solucdo padrdo fh)  Solugéo de injecaorgh)

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 padrdes

Os padrdes de antocianinas, isolados do acai usamdodo modificado por
Gouvéaet al. (2009), apresentaram alta pureza, sendo 98,9% gac@nidina-3-O-
glicosideo e 97,2% para a cianidina-3-O-rutenosifsbes valores foram obtidos a partir
do percentual de area de cada pico ap0s injec&istema cromatografico dos compostos
ja isolados (Figuras 5.1 e 5.2). Através dos especte cada padréo, representados pelas
figuras 5.3 e 5.4, também foi possivel confirmaueeza dos mesmos, uma vez que néo foi

observada alteragéo nas bandas.
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Figura 5.1 — Cromatograma da antocianina cianidina-3-O-glieossolada
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Figura 5.2 — Cromatograma da antocianina cianidina-3-Oasitdeo isolada
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Figura 5.3 — Espectro da antocianina cianidina-3-O-glicosfdéeda
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Figura 5.4 — Espectro da antocianina cianidina-3-O-ratdro isolada

Na tabela 5.1 estdo apresentadas as concentragdesdd ponto das curvas
construidas a partir dos padrdes isolados (Fidhfag 5.6), ressaltando-se que cada ponto

foi injetado em triplicata.
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Tabela 5.1- Concentragdo dos pontos das curvas decabilna cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo

Solugéo Solugéo de Concentracao do Concentracéo do
padrao () injecéo (mh) 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

s

s
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;mol

[l ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [
000 005 010 015 00 05 030 03 040 045 050 055 080
Amount

Figura 5.5 — Curva de calibragéo obtida para cianidi@agbicosideo
(Equacao da reta: Y=4,03*D0+ 2,81*104 ; R2=0,999)
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Figura 5.6 — Curva de calibracéo obtida para cianidi@ar@tenosideo
(Equacdo da reta: Y=3,76*10+ 1,75* 104 ; R2=0,999)

5.2 Avaliagéo da estabilidade dos padrdes isolados

Na avaliacdo da estabilidade dos padrdes isoladus, foi observada reducao da
concentracdo de cada padrdo no seu respectivdDgalalores de area obtidos para o pico
de cianidina-3-O-glicosideo no primeiro e no Ultidia de teste foram 1738285 e 1789809,
respectivamente (Tabela 5.2). Para a cianidinarBtérosideo, os valores encontrados
foram 4886836 e 5398895, para o0 primeiro e Ultineoda teste, respectivamente (Tabela
5.2). Observou-se um pequeno aumento na area equergemente na concentracdo do
padrédo de cianidina-3-O-glicosideo, o que podeegplicado pela evaporacdo do metanol
presente no vial, uma vez que tal frasco ndo ereaase hermeticamente fechado. A
auséncia de degradacdo também foi comprovada pefd promatografico dos dois
padrdes, que permaneceu inalterado para os dsislditeste (Figuras 5.7, 5.8, 5.9 e 5.10).
Além disso, nos espectros de massa das antocian@wdoi detectada a presenca de
possiveis compostos de degradacdo (Figuras 5.1112). EEstes resultados, quando
comparados com injecdes de padrbes isolados, ana@ze somente em solvente sem
reducdo do pH, apresentam grande vantagem, umgueed segunda situagdo ndo € capaz

de inibir a degradacgao das antocianinas em questao.



54

Tabela 5.2 — Avaliagdo da estabilidade das anto@anin

Area Area
inicio do teste 1738285 4886836
fim do teste* 1789809 5398895

*ap0s 3 meses de armazenamento

0,010-| J
o,oow}vyjﬁw e S e

D — DR D — DR DR T
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Figura 5.7 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-glides no inicio do estudo de estabilidade
(18/02/20009).
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Figura 5.8 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-glides no fim do estudo de estabilidade (06/05/2009)
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Figura 5.9 — Perfil cromatografico da cianidina-3-O-rutéhes no inicio do estudo de estabilidade

(11/02/2009)
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Figura 5.10 — Perfil cromatogréfico da cianidina-3-O-rutenosidefim do estudo de estabilidade

(14/05/2009)

W

Figura 5. 11 — Espectro MS-MS do padréo isolado de ciar8iDeglicosideo.
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fd

Figura 5.12 — Espectro MS-MS do padrao isolado de cianidinatBeDosideo

5.2 Caracterizacdo das antocianinas majoritarias da amora-preta

A identificagdo das duas antocianinas majoritddasamora-preta foi confirmada
através de sobreposicdo com os picos da cianidDalcosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo do acai, apresentadas nas figurase55LB4, validando assim os resultados
reportados por Harbone (1958) e Kuskaetkal. (2006).
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Figura 5.13 — Cromatograma do suco da amora-preta (ea) pobireposto com cromatograma do padrédo de
cianidina-3-O-glicosideo (em vermelho).
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Figura 5.14 — Cromatograma do suco da amora-preta (ea) pobireposto com cromatograma do padrédo de
cianidina-3-O-rutenosideo (em azul).

Os outros picos observados no perfil cromatografiodem estar relacionados a
presenca em menor quantidade de outras antocigainaltadas na literatura ou ainda de
antocianidinas, sendo necesséria a continuidadeedtes para confirmacao destes dados.

Foi possivel também confirmar a presenca da cizai@iO-rutenosideo através do
procedimento de adicdo-padrdo com o padrdo premi@msolado a partir do acai.
Observou-se que apos a diluicdo de 1:2 do extmattmci@nico de amora-preta com uma
solucdo padréo de cianidina-3-O-rutenosideo, agsade todos o0s picos presentes no
cromatograma foram reduzidas a metade, exceto gicdocom o tempo de retencdo da

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

Tabela 5.3 — Areas ap0s diluigéo 1:2 da solugéo do extnabcianico de amora-preta

Area inicial Area ap0s diluicio % Reduc&o de area
com solugéo
padréo 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 aioa#eD-glicosideo corresponde a
81% das antocianinas totais da amora-preta, ermaaciainidina-3-O-rutenosideo equivale
a 9%. Ferreira (2008) observou em sua pesquisa ajueianidina-3-O-glicosideo
correspondeu a 92,7% das antocianinas totais deagmneta analisada.

5.3 Andlises fisico-quimicas

A matéria-prima e as amostras de outras correrdepracesso foram avaliadas
guanto ao pH, teor de solidos soluveis e acidet fmbela 5.4).

O aumento observado apO6s o tratamento enzimaticanoara-preta para 0S
parametros solidos sollveis e acidez total estcioglado com a hidrolise da parede
celular, o que possibilita a liberagdo de subss@ncontidas na mesma.

Embora a acidez total tenha apresentado aumentpiH cndo teve alteragcao

significante durante o processo devido a preseagaohpostos tamponantes nas frutas.

Tabela 5.4 — Parametros fisico-quimicos da amora-preta

pH Sdélidos soluveis Acidez total
(°Brix) (mg/100q9)

Amora-preta 3.27 5.27 14.93
Amora apoés tratamento  3.28 8.10 18.13
enzimatico
Alimentacéo da MF 3.34 8.07 16.92
(suco centrifugado)
Torta (centrifugacéo) 3.28 8.02 19.26
Permeado 3.27 7.97 15.65
Retido 3.25 8.95 19.62

5.4 Avaliacéo do processo de microfiltragéo

5.4.1 Despolpamento da amora

Como se pode observar na Tabela babetapa de despolpamento houve uma perda

de aproximadamente 5 % da massa de matéria-prima.



Tabela 5.5 — Balango de massa da etapa de despolpamentordepaeta
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Amostra inicial Amostra Torta do
Perda
(amora fruta) despolpada  despolpamento
Processo 8000g 6465,19 1144,39g 4,9%

Figura 5.15 — Amostra inicial (amora descongelada)

Figura 5.16 — Amora despolpada

Figura 5.17 — Torta do despolpamento
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Observou-se a mudanca de coloracdo do fiatonatura apés periodo de
congelamento de aproximadamente 2 meses (Figutés 5.15 e 5.17), provavelmente
devido ao inicio do processo de degradacdo dascianioas j4 nesta etapa de

armazenamento.

5.4.2 Tratamento enziméatico

O pré-tratamento enzimético do suco de amora redlrasticamente a viscosidade
e tornou possivel 0 escoamento do mesmo atravéeadorana de microfiltragéo.

ApOs avaliacdo da viscosidade do suco da amora-piirando a taxa de
deformacdo em 107s 100 § e 1000 &, observou-se que em todas as condicdes a
viscosidade obtida com 4mL/kg do extrato enzimaéideem menor que a do suco integral
e menor que a do suco tratado com 200ppm da maxmage Entretanto, de 4mL/kg para
6mL/kg ndo houve uma reducgéo significativa na \s8gtade do suco, de acordo com teste
Fisher (Tabela 5.6). Como esperado, a menor vidadsifoi obtida na maior temperatura
de andlise (Figura 5.18).

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

| "
# $1%&$ '

( JH(
) )%

Teste de Fisher para comparacgdo de médias (p<0,05) ussofiware XLSTAT (versdo 2006)
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Figura 5.18 — Efeito da temperatura sobre a viscosidadécdalse amora-preta, tratado com 4mL/kg de
extrato enzimatico (Rapidase) com taxa de deformacaerfix03
As figuras 5.19, 5.20 e 5.21 apresentam o comperntimreolégico do suco de
amora tratado com 2, 4 e 6mL/kg de extrato enzam&fRapidase) a 86 para taxas de
deformacé&o fixas em 1851008 e 10008, respectivamente. Além do efeito do tratamento
enzimatico, também é possivel observar a reducassdasidade com o aumento da taxa
de deformacéo indicando um comportamento de flpgdudoplastico.

Figura 5.19 — Efeito do tratamento enziméatico sobre asitd@de do suco de amora-preta:

T= 35C e taxa de deformacéo = 10s
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Figura 5.20 — Efeito do tratamento enziméatico sobre asitd@de do suco de amora-preta:

T= 35C e taxa de deformacédo = 180s

Figura 5.21 — Efeito do tratamento enzimatico sobre asigade do suco de amora-preta
T= 35°C e taxa de deformagio = 1000s

O pré-tratamento enzimatico do suco nas condic@éecisnadas (4mL/kg do
extrato enzimatico, a 86 por 30 minutos) promoveu uma reducdo signifieatantre 6 e
36 vezes) na viscosidade da amostra, permitindo@epsamento da mesma no sistema de
membranas. Este resultado o refor¢ca a hipoteseAdESBHI et al(2002) que recomenda
uso de enzimas de maceracdo, como as pectinases, rgduzir o tamanho das
macromoléculas presentes em sucos de frutas paesasias dificuldades da obtencédo de
sucos clarificados por microfiltracdo. O uso deimas, em geral, facilita os processos
industriais envolvendo membranas como um todo. hukat al. (2003) avaliaram o

processo de concentracdo de suco de maca poad&sttom membranas e mostraram que
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o tratamento enzimatico adicional realizado contgase aumentou o fluxo de permeado.
Os autores atribuiram esse efeito positivo no flaxiiquefagdo parcial de biopolimeros
(entre eles as proteinas) presentes no suco apGdidd enzimatica.

Nas Tabelas 5.8 e 5.9 sdo apresentados os valmsgzadametros dos modelos da
Lei da Poténcia (modelo de Ostwald-de-Waelle) marsuco de amora-preta integral e
tratado com 4mL/kg da solucdo enzimética (Rapidasspectivamente, nas temperaturas
de 20, 25, 30 e 36, obtidos através do ajuste néo linear aos dagmsimentais.

O indice de comportamento (n) foi inferior a 1 (8lab5.9) tanto para o suco
integral quanto para o tratado com 4mL/kg do eatrahzimatico, indicando um
comportamento ndo-Newtoniano com caracteristicaisdoplasticas.

O indice de consisténcia do suco tratado com enfineeduziu significativamente
com a temperatura, de acordo com teste de Fisk@rQf). O mesmo ndo ocorreu para o
suco integral, cujo valor de K nao foi sensivekmperatura para valores de temperatura
entre 25 e 3% (Tabelas 5.7 e 5.8). Isto ocorre, provavelmemedd ao alto teor de

solidos insoliveis na amostra integral.

Tabela 5.7 — Parametros do modelo da Lei da Poténdiarei@io da temperatura para o suco de amora-preta

integral
" #
$%& 0,11 6,43
$& 0,40 1,54
%& 0,36 1,61

‘& 0,34 1,66
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Tabela 5.8 — Parametros do modelo da Lei da Poténdiarei@io da temperatura para o suco de amora-preta
tratado com 4mL/kg do extrato enzimatico (Rapidase)

#

$%& 0,28
$& 0,33
%& 0,35
‘& 0,36

0,17
0,09
0,08

0,07

Figura 5.22 — Comportamento reoldgico do suco de amora-pegtado com a solugdo enzimatica Rapidase.

Os parametros da equacdo de Arrhenius, apresentalosbela 5.9, foram

determinados pelo ajuste nédo linear aplicado alosesade viscosidade aparente em funcgéo

do inverso da temperatura, para valores especitieotaxa de deformacdo (9505,

100s' e 10008)). Os valores de coeficiente de determinac&) ¢Rtidos, indicam que a

equacao obtida representa um bom ajuste aos daplesneentais. Os valores elevados de

energia de ativacdo {Esignificam que a viscosidade do suco é relativamsensivel as

mudancas de temperatura. Haminaikal (2006) determinaram a energia de ativacao para

a amora-preta com taxa de deformacao fixa erit,5§sal a 18,27 kJ.mdl Este valor foi

metade daquele encontrado neste trabalho. Enwetdid € possivel uma comparagao
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consistente devido ao fato dos resultados serermdosbem diferentes concentracdes de
solidos soluveis.

Tabela 5.9 — Parametros da Equacéo de Arrhenius para desaotora-preta tratado com 4mL/kg da solugéo
enzimatica Rapidase, a°85

Taxa de deformacad's

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

5.4.3 Centrifugacéo

De acordo com a Tabela 5.b@sta etapa de centrifugagcdo houve uma perda de
7,2% da massa de amora.

Tabela 5.10 — Balango de massa da etapa de centrifugaséoalda amora-preta

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

5.4.4 Microfiltragéo

O fator de reducdo volumétrica (FRV) alcancado a@fs minutos de
processamento, em modo de concentragéo, foi apadaimente, igual a 6 indicando que o
volume de permeado € 5 vezes maior que o volunreti® (Tabela 5.11 e Figura 5.23).
Este resultado € superior aos valores reportaddiseratura para microfiltragdo de sucos
de frutas brasileiras. Cruz (2008) obteve um FRMi@ 2 durante o processamento do acai
e Palilletet al (2005) reportaram valores entre 2 e 3 para difese sucos de frutas
brasileiras previamente hidrolisados.
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O FRYV é definido pela equacéo 5.1:

Va
FRV =-1———— (Eq.5.1)

(Va'VP)

onde,
FRV é o fator de reducdo volumeétrico
Va€ 0 volume de alimentacao

V, € 0 volume de permeado

Tabela 5.11 — Balan¢o de massa da etapa de micrd@itdszamora-preta

Alimentacdo (amostra Permeado Retido FRV
centrifugada)

Processo 5094,8 g (4000 mL) 3354,8g (3325 mL) 163§ 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 - Evolugdo do fator de redugéo volumétrica ducaptecessamento, por microfiltracéo, do suco
de amora preta, previamente submetido a tratamenito&ito com 4mL/kg da solugdo enzimatica Rapidase
a 35C.
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O teor de antocianinas no suco permeado foi avalEada diferentes valores de
FRV, como apresentado na Figura 5.24. Inicialmeatéeor de antocianinas aumenta
exponencialmente para FRV entre 1 e 2, com um cdampento assintético a partir deste
valor. Este resultado indica que houve uma partdd@® antocianinas, favorecendo seu

enriquecimento no suco clarificado (permeado) .
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Figura 5.24 - Comportamento das antocianinas no suco @eoneen relacdo ao fator de concentracéo
volumeétrico
A Figura 5.25 apresenta o comportamento do fluxenpado ao longo do processo
de microfiltragdo do suco de amora previamentadmtom 4mL/kg do extrato enzimatico
a 35C. O fluxo maximo foi de 120 L/hm?, superior aoslaf reportados na literatura
(VAILANT, 2001; PAILLET et al 2005). No perfil classico dos processos de
microfiltracdo, onde a polarizagdo de concentragém/oca a queda inicial do fluxo
permeado e o acumulo de material retido sobre arficie da membrana, o fluxo reduz
sistematicamente ao longo do tempo de processoimfeEmo conhecido pdouling. Neste
trabalho ndo se observou uma reducéo importantaloo do fluxo permeado o que indica
qgue o tratamento enzimatico foi eficiente na hidedldas macromoléculas responsaveis
pelofouling. Este efeito também foi observado por Lukagtial (2003), onde no processo
de concentragcdo de suco de macgé por destilagdontembranas observaram que o
tratamento enzimatico conduzido com protease awmenfluxo de permeado. Os autores
atribuiram essa melhora no fluxo devido a redugfbiapolimeros (entre eles as proteinas)
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presentes no suco apoés hidrolise enzimatica. Devidlba viscosidade do suco integral. o

processamento deste sem tratamento enzimatica nészhicamente viavel.
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Figura 5.25 - Comportamento do fluxo permeado no processaup@nmicrofiltracdo do suco de amora
preta previamente submetido a tratamento com 4mL/kgldgdsoenziméatica Rapidase £85

ApOGs o processo de microfiltragcéo, foi possivelenbar visualmente a reducéo da

turbidez do suco de amora em relacdo a amostialiffiigura 5.26).

A B

Figura 5.26 — (A) Suco de amora centrifugado; (B) Suco de attasificado.
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5.5 Evolucao do perfil de antocianinas ao longo do processo de clgaf;ao de suco de
amora preta

Apébs analise em das antocianinas majoritarias daapor Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, foram obtidos os seguintes ltagdos, apresentados na Tabela 5.12.
Pode-se observar que houve uma perda substantialaalimentacdo e as correntes de
saida do processo. No caso da Cianidina-3-O-giieosia perda foi de aproximadamente
45 %, enquanto para Cianidina-3-O-rutenosideopestia foi cerca de 39 %.

Tabela 5.12 — Quantidade de antocianinas presentes nageside processo

Cianidina-3-O-glicosideo  Cianidina-3-O-rutenosideo

(mg) (mg)
Amora Integral (despolpada) 2126,34 148,70
Amora apés trat. Enzimatico 3595,20 264,42
Alimentagéo 1731,79 173,23
(Amora centrifugada)
Torta 2 (centrifugagao) 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 resalogdaicos, o que favoreceu a
integracdo dos mesmos (Figura 5.27). Todas as eamogpresentaram o mesmo perfil
cromatografico, variando somente na magnitude doesp o que estd diretamente

relacionado a concentragdo das antocianinas.
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Figura 5.27 — Perfil cromatogréafico das antocianinas do su@nd@a-preta para todas as etapas do processo
(Pico 1: cianidina-3-O-glicosideo; Pico 2: cianidina-3-@nosideo).

ApOGs avaliagdo dos resultados e realizacdo do ¢malde massa nas diferentes
correntes do processo, foi possivel observar queatamento enzimatico da amora
ocasionou aumento na disponibilidade das duas ianioas majoritarias do fruto no suco,
em relagdo ao produto proveniente do despolpam@itiservou-se um aumento de 69 %
no teor de cianidina-3-O-glicosideo ap6s o tratamegnzimatico, enquanto para a
cianidina-3-O-rutenosideo foi observado um aumeet@8 %. Resultados similares foram
observados por Granadzt al. (2001), que registraram um aumento na extracao de
antocianinas do suco de amora preta clarificad® apibzacdo de enzimas. A influéncia
das enzimas pectinoliticas no aumento das conc¢éesale alguns componentes de sucos
também foi reportada por Nogueid al. (2003), onde o0 uso das mesmas ocasionou uma
melhora no rendimento da extracdo do suco de magéala degradagédo das pectinas do
meio, proporcionando uma obtencdo duas vezes asoteores de acido.

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

Na microfiltracdo, 43,1 % da cianidina-3-O-glice=idda corrente de alimentagéo
permearam através da membrana, enquanto 12% ficsaanacdo retida, indicando uma
perda de 45 % desta antocianina no processo. Bgéceh cianidina-3-O-rutenosideo, 51,5
% permaneceram na fracdo permeada (suco clariji@dq? % no suco retido, indicando
uma perda de 39,3 % desta antocianina durante etspm. Estes valores podem ser
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confirmados pelos indices de retencdo calculados ada uma das duas antocianinas,
pela equacéo 5.2:

indice de Retenco - IR

IR = Concentragodeinoretido
Concentragode inaalimentacéa

*100............. (Eq.5.2)

As perdas observadas de antocianinas ao longoodegso podem ser atribuidas ao
fato do mesmo ter sido conduzido em escala septiepibnde as condicbes de operagdes
ndo sao ideais quando se trata de preservar camspbgiativos. Exemplo disto é a
oxigenacao presente na etapa de alimentacéo, resuka na oxidacdo das antocianinas e
de outros compostos.

Uma maior estabilidade das antocianinas poderiaalk@mncada no processo de
microfiltracdo caso o volume do permeado fosse ziddy sendo para isso necessario
trabalhar com um valor de FRV menor. Neste casee der fazer uma avaliagdo do quanto
se quer produzir em relacdo ao quanto se querrpaesio teor de antocianinas. Em alguns
casos, o volume de suco clarificado pode ser mapeitante do que a estabilidade das
mesmas. Prudencio (2006) durante a elaboracdo dio dgetit Suisse adicionado de
antocianinas, ndo constatou influéncia do FRV sabreomposi¢édo fisico-quimica do
produto, ou seja, ndo detectou degradacéo dasamtas até este valor.

Foi possivel observar a partir dos dados experimegae o tratamento enzimatico
ndao s6 é importante para possibilitar o escoamdntsuco durante o processo, mas
também para se obter teores consideraveis de amiwees no final do mesmo. O fato do
tratamento aumentar a disponibilidade das anto@anno meio, minimiza o efeito das

perdas no teor destas no produto final de intereeste caso o suco clarificado.
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6 CONCLUSAO

A metodologia descrita por Gouvéa et al. (2009 daolamento de padrdes de
antocianinas, demonstrou ser satisfatdria, tendo pissivel isolar padrées com boa
estabilidade e alta pureza (98,9% para a cianigi@aglicosideo e 97,2% para a cianidina-
3-O-rutenosideo).

A partir dos padroes isolados, foi possivel caraae pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia as antagias majoritarias da amora-preta
(cianidina-3-0O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenesid

Concluiu-se, adicionalmente, que o pré-tratamentaing&tico nas condicbes
operacionais selecionadas neste estuddC(36 4mlL/kg do extrato enzimatic) foi
fundamental para o processamento da amora-pretanmoofiltracdo, uma vez que a
elevada viscosidade do suco nado tratado imposailElio seu escoamento através da
membrana.

Também foi possivel detectar que o pré-tratamentaréitico do suco de amora-
preta ocasionou um incremento na disponibilidadestias antocianinas majoritarias (69%
para a cianidina-3-O-glicosideo e 77,80% para aidiiza-3-O-rutenosideo) quando
comparado ao produto proveniente da etapa de gespehto e, como conseqiéncia,
contribuiu para reduzir as perdas das antocianmapritarias durante o processo de
microfiltracdo do suco de amora-preta.

Observou-se que a microfiltracdo foi mais seletpara a cianidina-3-O-
rutenosideo, uma vez que o permeado possui aprdamente 5,6 vezes mais cianidina-3-
O-rutenosiedo que o retido, sendo esta comparggaba 3,6 vezes para a cianidina-3-O-

glicosideo.
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7 RECOMENDACOES

As recomendacdes sugeridas para complementarass#hb séo:
Prosseguir na caracterizacdo das outras antocsarpn@sentes em menor
guantidade no fruto da amora-preta para se ter arfil gromatogréfico
completo;
Dar continuidade ao estudo de estabilidade do$padmaliticos isolados;
Realizar acompanhamento sensorial e instrumentalgeaavaliar a alteracdo de
cor do fruto da amora-preta durante o periodo dgaelamento;
Continuar com o0s testes para se encontrar condidéesperacdo para a
microfiltracdo nas quais a estabilidade das antows seja mais preservada.
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ANEXO 1 - TRABALHO APRESENTADO NO CONGRESSO
ANALITICA LATIN AMERICA

AVALIACAO 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 padrfes analiticos, uma vez que devido a alta diversidade dos
compostos antocianicos seus padrdes comerciais sdo escassos e extremamente dispendiosos. A
avaliacdo foi realizada dentro de um periodo de aproximadamente trés meses, onde as duas
antocianinas em meio acidificado foram submetidas a condi¢cdes adversas a sua conservacdo. 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, padrbes

1. Introducéo:

As antocianinas da familia dos flavondides constituem um grupo de pigmentos sollveis em
agua responsaveis pela maioria das cores vermelha, roxa e azul de flores e vegetais. Devido as
suas propriedades antioxidantes, possuem importante papel na prevencdo ou no retardamento do
aparecimento de vérias doencas. Durante o armazenamento, as antocianinas podem sofrer
modificacdes 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
desprotonacao para formar a base quinoidal, ficando o oxigénio mais reativo, o que facilita a
formacéo 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 padrdes
analiticos.

3. Metodologia:

Apods isolamento dos padrBes por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
seguindo-se as condi¢des 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 solucdo de injecdo usada no método cromatografico
seguido. Os padrdes foram deixados na solucdo de injecdo em vial ambar, dentro
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do injetor automético, ou seja, em condi¢cdo de auséncia de luz e submetidos a
uma atmosfera néo inerte, uma vez que o0s vials ndo estavam hermeticamente
fechados. Os padrdes também permaneceram guardados no injetor durante todo o
periodo do estudo, submetidos a variagbes da temperatura, ja que tal
compartimento sO 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 comparacdo das areas 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 padrdes em
sistema de espectrometria de massas com fonte de ionizagcdo electrospray
positiva.

4. Resultados e Discusséo:

N&o foi observada reducédo da concentracdo presente de cada padréo 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 concentracao
do padréo de cianidina-3-O-glicosideo, o que pode ser explicado pela evaporacéo
do metanol presente no vial, uma vez que tal frasco ndo encontrava-se
hermeticamente fechado, estando inclusive com o selo de sua tampa perfurado
decorrente da injecdo do primeiro dia de teste. A auséncia de degradacdo também
foi comprovada pelo perfil cromatografico dos dois padrdes, que permaneceu
inalterado para os dois dias de teste. Além disso, nos espectros de massa das
antocianinas nado foi detectada a presenca de possiveis compostos de
degradacgao. Estes resultados, quando comparados com injecbes de padrdes
isolados, armazenados somente em solvente sem reducdo do pH, apresentam
grande vantagem, uma vez que a segunda situacdo ndo € capaz de inibir a
degradacgao das antocianinas em questao.

5. Conclusao:

Os resultados encontrados nos permitem concluir que fatores como
presenca de oxigénio e pequenas variagbes de temperaturas ndo foram téo
criticos a ponto de causar a degradacdo 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 refrigeracéo e presenca de luz.
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ANEXO 2 — TRABALHO APRESENTADO NO 8° SIMPOSIO
LATINO AMERICANO DE CIENCIA DE ALIMENTOS

CARACTERIZACAO 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); GODOY, 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 caracterizacdo das antocianinas presentes nas mais diversas matrizes € um
procedimento dificil devido & baixa disponibilidade de padrdes analiticos comerciais. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar as antocianinas majoritdrias da amora-preta
(Rubus spp.) a partir de padrdes 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 acgai (Euterpe oleraceae mart.). A identificacdo destas duas
antocianinas na amora-preta através da comparagdo com o0s padrfes 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 identificacéo
também foi confirmada pela técnica de adicdo padrdo. A quantificacdo das mesmas foi
realizada pela técnica de padronizacdo externa, onde uma curva de calibragdo 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 padrédo isolado € conhecido. A concentracdo encontrada de cianidina-3-O-glicosideo,
a qual equivale a aproximadamente 88% das antocianinas totais da amora-preta foi de
44,2mg/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 padrbes de diferentes matrizes, para caracterizar outras amostras, com
confiabilidade e economia.

Palavras Chave: antocianinas, amora, padroes
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ANEXO 3 — TRABALHO APRESENTADO NA Vi
CONFERENCIA IBERO-AMERICANA DE CIENCIA E
TECNOLOGIA DE MEMBRANA

Efeito do pré-tratamento enzimatico no teor de antocianinas do suco
de amora-preta processado por microfiltracao

Manuela Araujo®, Ana C. Gouvéa®, Daniel Couto®, Lourdes Cabral®, Ronoel
Godoy?, Suely Freitas®

a*Embrapa Agroindustria de Alimentos, Av.das Américas, 29501, RJ, Brasil
manuela@ctaa.embrapa.br
®Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brasil
“Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil — freitasp@eq.ufrj.br

INTRODUCAO: O fruto da amoreira-preta (Rubus spp.) contém 85% de &agua,
10% de carboidratos, além de ser fonte de compostos funcionais, como acido
eldgico e antocianinas [1,2]. Além da funcdo 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,
guando 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 concentracdo 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. Apds o tratamento enzimatico o suco foi
centrifugado em centrifuga de cesto. A microfiltracdo visando a clarificagdo do
suco de amora foi conduzida em um sistema de membranas tubulares composto
por trés membranas de -alumina em série com poros de 0,1 m de diametro e
area filtrante total de 0,0165m?, a 35<C.

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

RESULTADOS: O pré-tratamento enzimatico do fruto promoveu uma reducdo
significativa na viscosidade do suco com consequente aumento no fluxo permeado,
na etapa de microfiltragéo. De fato, sem o tratamento enzimatico o fluxo permeado
foi tdo baixo que sua determinacdo ficou inviavel. A figura 1 apresenta o
comportamento do fluxo permeado ao longo do processo de microfiltracdo do suco
de amora previamente enzimado. A avaliacdo 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 relacdo 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 relacdo 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.

Cianidina-3-O-

licosideo Cianidina-3-0O-
?mg /100g) rutenosideo (mg/100g)
Suco integral 32,89 2,30
Suco apos tratamento 55.61 4.09

enziméatico
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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 enziméatico aumentou a
concentragdo das antocianinas no suco de amora. A maior disponibilidade das
antocianinas no suco tratado enzimaticamente proporciona 0 aumento das
mesmas nas demais correntes, atenuando o efeito das perdas associadas ao
processamento. Por outro lado, os resultados verificados no processo de
clarificagéo indicam a importancia de melhorar as condicbes 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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