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RESUMO

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. f¢dlo de processos para obtencao de
produtos ricos em antocianinas utilizando sucood&rPunica granatuni.). Rio de Janeiro,
2014. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processami€ps e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,deiJaneiro, 2014.

A roma Punica granatuni.) € uma fruta originaria do Oriente Médio, agr@ando
sementes revestidas por uma polpa avermelhadaestéde presentes compostos fendlicos,
principalmente as antocianinas. As antocianinagmalde possuirem propriedades
potencialmente benéficas a saude, sdo também sZsm@® pela coloracdo dos produtos
obtidos a partir do suco de romé, sendo este umpdoEmetros de qualidade que mais
influencia na aceitacédo sensorial pelos consumsdofe ampliacdo do seu cultivo no Brasil
tem promovido a avaliagao de tecnologias que faamneum maior aproveitamento do fruto e
de seus compostos benéficos a saude. Neste cqraste¢drabalho teve como objetivo avaliar
0s processos de microfiltracdo, osmose inversamancapsulacdo pspray dryingdo suco
de roma visando a preservacdo das antocianinagpnodsitos gerados. O isolamento de
padrdes e o aperfeicoamento de procedimentos ieoslipara andlise de antocianinas
monomeéricas por Cromatografia Liquida de Alta Efigia permitiram um monitoramento
preciso de todas as correntes de processo. Nossmck microencapsulacdo do suco por
spray dryinga formulacdo de agentes encapsulantes contendt antdificado (Capsfi):
goma arabica (1:1) foi a que melhor reteve as @no@s, possibilitando a retencdo de 70%
das mesmas presentes na alimentacdo do procesgistr&tese uma perda de 18% das
antocianinas totais durante a microfiltragdo doosecum fator de concentracéo igual a 2,3
para tais compostos durante o processo de osma=san Avaliou-se também a estabilidade
das antocianinas nos produtos obtidos, ndo tertiin atiservada diferenca significativa no
teor de antocianinas totais do suco clarificadssdpineses de avaliagdo, e reducédo de 11%
das mesmas no suco concentrado durante igual pefada as microcapsulas, observou-se
reducao de 40% das antocianinas totais ao findlrdeses de avaliacdo. Em relacdo a analise
de cor observou-se para os trés produtos, de umeafgeral, manutencdo dos parametros
avaliados, principalmente h° (dngulo de matiz).t&lasbalhou pdde-se confirmar o potencial
das técnicas de processamento avaliadas para abtdecdiferentes produtos derivados de

roma com elevada retencéo de antocianinas e édgalglda cor.

Palavras-chave: Antocianinas. Microencapsulacaord¥itracdo. Osmose inversa.



ABSTRACT

SANTIAGO, Manuela Cristina Pessanha de Araujo. fagdlo de processos para obtencao de
produtos ricos em antocianinas utilizando sucood&irPunica granatuni.). Rio de Janeiro,
2014. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processawi€ps e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,deiJaneiro, 2014.

The pomegranateP(nica granatumL.) is a fruit originating in the Middle East,
containing seeds surrounded by a translucent regbdip enriched with phenolic compounds,
especially anthocyanins. Besides these compouni@ntmd benefits to health, they are also
responsible for the characteristic color of thedoicis from pomegranate juice, which has
been considered the quality parameter that mosteinfes the sensory acceptability by
consumers. Pomegranate increased cultivation irziBreas promoted the emergence of
technologies capable of providing greater applicatf the fruit and its health beneficial
compounds. In this context, this work aimed to eatd the use of microfiltration, reverse
osmosis and microencapsulation by spray drying ggees with pomegranate juice, by
studying the preservation of anthocyanin in theegated products. Encapsulating agent
formulation containing the modified starch (Caff$ugum Arabic (1:1) was considered the
best anthocyanin retention after spray drying pescdeen able to retain 70% of total
anthocyanins from the feedstock. It was observéasa of 18% of total anthocyanins after
microfiltration process and a concentration fagibr2.3 for these compounds after reverse
osmosis process. Standards isolation and the irepremt of analytical procedures for High
Performance Liquid Chromatography analysis of mosenanthocyanins allowed a precise
monitoring of the process streams. Also, anthogyatability was evaluated in the obtained
products, and after 2 months of evaluation it waseoved no significant difference of total
anthocyanins content of clarified juice, and 11%ass for the concentrated juice. For the
microcapsules, it was observed a loss of 40% dil tahthocyanins after 4 months of
evaluation. Regarding to color retention, it wase®ed, in general, the maintenance of the
evaluated parameters, mainly h° (hue angle) fo3tipeoducts. This work could confirm the
potential of the evaluated processing techniquesrdier to obtain different products derived
from pomegranate juice with high retention of amtfemins and color stability.

Keywords: Anthocyanins. Microencapsulation. Mictloéition. Reverse osmosis.
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1 INTRODUCAO

A Regido Nordeste, mediante a participacdo dos pélos irrigados, é a principal
regido produtora e exportadora de frutas tropitraiscas do Brasil. Nessa regido, estdo os
quatro maiores estados produtores e exportadorgatds frescas do Brasil em 2009: Bahia,
Pernambuco, Ceara e Rio Grande do Norte, todosrtexggm acima de cem milhdes de
dolares anualmente. A regido possui mais de 30tha0Bigados, cultivados, principalmente,
com as culturas da mangueira, videira, bananemfeico, citrus, coqueiro, goiabeira,
aceroleira, meloeiro, melancieira, cebola, tomateitentre outras. Pesquisas realizadas na
Embrapa Semiarido tém revelado que existe a ptidaite de cultivo de espécies de climas
tropical Umido, subtropical e temperada, com potdrecondmico para as areas irrigadas da
regido. As condi¢cbes edafoclimaticas da regido 8do capazes de assegurar 0 bom
desempenho agronémico de diferentes espécies ieg€idturas de novas fruteiras que
possam trazer divisas a regido constituem uma achlatégica de politica publica do
Governo Federal, no intuito de promover a divezagéo da producdo, aumentar a eficiéncia
das propriedades e atender os anseios dos pequeRd®s e grandes produtores dos
perimetros irrigados do Nordeste.

A roma Punica granatunlL.) € uma fruta originaria do Oriente Médio e ceeem
regibes de clima arido. E uma fruta com uma lorigidtia medicinal, amplamente utilizada
por muitos povos, principalmente os orientais. Wdrapresenta sementes revestidas por uma
polpa avermelhada onde estéo presentes compostEds, principalmente as antocianinas.

A cultura da roméazeira despertou o interesse ddupoees da regido do semirarido
brasileiro devido as propriedades que a fruta aptas como a elevada concentracdo de
substancias bioativas. Assim, a Embrapa Semiangmitou cultivares de roméazeiras dos
Estados Unidos e da Turquia com o objetivo de avalia adaptabilidade a regiéo.

Os plantios de roma atualmente existentes na retpdsemiarido sdo oriundos de
pomares de produtores que tém interesse na cybion@n de cultivares ndo identificadas que
apresentam muitos problemas por ataque de pragaslanificam os frutos diminuindo a
qualidade dos mesmos. Faz-se também necessargenvdérimento de pesquisas para um
manejo mais adequado e também de técnicas de d@progrto e de agregacdo de valor a
cultura, uma vez que somente parte dos frutosgriprpara comercializacdo na forma fresca

devido as perdas no campo. Considerando a predengabstancias bioativas nos frutos das
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romazeiras, novas tecnologias para seu benefictamséo importantes de forma a
complementar 0s avangos a respeito desta cultura.

A cultura da roméazeira apresenta também um gramele aomercial mundial, devido
ao aumento da demanda por frutasatura e produtos com propriedades funcionais. Da
roma, a polpa € utilizada para preparagdo de sucoscentrados, conhecidos mundialmente
por suas caracteristicas antioxidantes, a sememte gxtracdo de 6leos e a casca para a
producdo de extratos contendo compostos fendliapse apresentam propriedades
antifingicas e antibacterianas, dentre outras. éor ¥le cosméticos, varios produtos novos
formulados a base da roma estdo sendo comerciadizant tradicionais fabricantes.

O mercado para sucos com elevados teores de médand@ outras caracteristicas
funcionais apresenta um potencial de expansdojme netivado o desenvolvimento de
processos que preservem as principais caractaddliz fruta no produto final. Do ponto de
vista das propriedades funcionais fisiologicasegsdimentos tém sido recomendados devido
ao alto teor de vitamina C, carotenoides, compof&nélicos, entre outros compostos, 0s
quais pela acao antioxidante reduzem os efeitosraols produzidos pelo excesso de radicais
livres no organismo, protegendo contra o estressdativo. A agregacdo de valor a
determinadas culturas de frutas através de seeggamento tem sido muito estudada com o
objetivo de disponibilizar produtos diferenciadogiie minimizem a perda de suas
propriedades originais ou, ainda, concentrando sgmponentes bioativos, principalmente os
antioxidantes.

As antocianinas, importantes antioxidantes natur@sn grande destaque na
composicao do fruto, além das propriedades potiemeide benéficas a saude, sdo também
responsaveis pela coloracdo dos produtos obtigastia do suco de roma, sendo este um dos

parametros de qualidade que mais influenciam néagée sensorial pelos consumidores.

Neste trabalho foram avaliados os processos deofittieicdo, osmose inversa e
microencapsulacao pspray dryingdo suco de roma em relagéo a influéncia na corasgiu
de antocianinas dos produtos finais obtidos, coobjetivo de se disponibilizar alternativas
de agregacao de valor a cultura da romazeira nsilBj@que o fruto apresenta propriedades

potencialmente benéficas a saude.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os pesos de microfiltragdo, osmose
inversa e microencapsulacao ppray dryingdo suco de roma em relagdo a preservacao de

antocianinas.

Objetivos especificos:

* Identificar e quantificar compostos fendlicos preges na matéria-prima pela
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficién@a.AE);

* Isolar antocianinas por CLAE com confirmacdo popdesrometria de Massas de
Alta Resolucéo para obtencéo de padrdes analiticos;

» Avaliar os processos de microfiltracdo e osmosers® para obtencdo de sucos
clarificado e concentrado de romé, respectivamente;

* Avaliar processo de secagem pgpray drying com diferentes agentes
encapsulantes para a obtengédo de microcapsulasralpauco de roma;

* Identificar e quantificar por CLAE as antocianiresentes nos sucos clarificado
e concentrado de romé&, bem como nas microcapsotigs® porspray drying

* Avaliar a estabilidade das antocianinas presendgsscorrentes de interesse dos
processos de separagdo por membrana e nas miar@asaps

e Acompanhar a estabilidade microbiolégica e da osr grodutos obtidos nos trés
processos avaliados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos Fendlicos

N&o sb nutrientes essenciais necessarios a vidéog@ridos pelos alimentos, mas
também compostos benéficos a salde que podem reamluiico de desenvolvimento de
determinadas doencas. Os compostos fendlicos edemiros, sdo exemplos destes compostos
que apresentam propriedades antioxidantes, atdmatoria e hipocolesterolémica,
possuindo assim potencial para promover a saludeigalmente no combate aos radicais
livres (GONCALVES, 2008; FISHER et al., 2011).

Os compostos fenolicos de origem natural sdo posdsgcundarios do metabolismo
de vegetais e alguns tém como funcdo a protecdplasda contra condicbes adversas e
contribuem para as caracteristicas de adstringéomiae sabor e sua estabilidade oxidativa
(NACZK e SHAHIDI, 2004).

A presenca de tais compostos na dieta pode auxilianinimizar a deficiéncia do
nosso sistema endogeno de defesa em relacdo angieygrotecdo ou reducdo dos efeitos
causados por estresse oxidativo (HUANG, OU e PREDRS; PIETTA, 2000).

Os compostos fendlicos sdo muito utilizados conavdilizantes e corantes na
industria alimenticia e na de cosméticos (PROEN@AMUNHA, SILVA e ROQUE, 2003).
Estes compostos incluem diversidade de estruturgges e complexas, com pelo menos um
anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio étsuigdlo por um grupamento hidroxila
(SIMOES et al., 2001).

Os trés maiores grupos de fendlicos da dieta sdlaamoides, os acidos fendlicos e
os taninos (NACZK e SHAHIDI, 2004).

3.1.1 Flavonoides

Dentre os compostos fendlicos de maior interessa pasaude, os flavonoides
destacam-se por apresentarem como efeitos a redogdsco de desenvolvimento de varias
doencgas, como as cardiovasculares e o cancer (WA2QE).

Pode-se atribuir a atividade antioxidante dos fades a sua capacidade de
sequestrar radicais livres, atuando como doada@ dsddogénio, e quelar metais, reduzindo o
potencial de ocorréncia de doencgas cronico-degevessdGONZALO e ALONSO, 2002).

Uma diversidade de estudmsvitro tem mostrado que os flavonoides podem inibir e,

as vezes, induzir uma grande variedade de enzieraglvidas em etapas diversas de
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processos reguladores como divisdo e proliferagidar, agregacao plaquetaria, atuagdo da
resposta inflamatoria e imune do organismo humetto(PINTO, 2008).

Os flavonoides apresentam uma estrutura basica rmoommposta por dois aneéis
aromaticos ligados por trés carbonos e um atommxigénio (Figura 3.1). O grau de
oxidag&o e o padrdo de substituicdo do anel Crdatam as classes de flavonoides e dentro
destas o padrao de substituicdo nos anéis A eiBedeibs compostos especificos (RHODES,
1996).

Figura 3.1 Estrutura basica dos flavonoides

Dentre as subclasses de flavonoides 6 sdo os ggugose incluem na dieta humana.
Estes sdo denominados por flavandis, flavondisjofias, antocianinas, isoflavonoides e
flavononas (MARTINEZ-FLORES, 2002; YILMAZ e TOLEDQQ04).

3.1.1.1 Antocianinas

As antocianinas, subclasse dos flavonoides, formmamaior grupo de pigmentos
hidrossollveis na natureza. Elas estdo presentevensos vegetais, podendo ser encontrada
em todas as partes da planta, e em maior concéatress flores e frutos. S&o responsaveis
pelo atrativo espectro de cor que varia do vermalh@zul, apresentando-se também como
uma mistura de ambas as cores resultando em torEirgera (BROUILLARD, 1982;
DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Devido as suas propriedades antioxidantes as antnas possuem importante papel
na reducédo do risco de varias doencgas cronicagar@missiveis (DOWNHAM e COLLINS,
2000; MARTINEZ-FLORES, 2002; KUSKOSKI et al., 2004)
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Nos Estados Unidos, as antocianinas sdo de ingenegscional uma vez que a dose
diaria de ingestéo recomendada para as mesmas@®de215 mg.di o que é muito maior
do que a recomendada (23 mgligpara outros flavonoides, incluindo a quercetina,
kaempferol, miricetina, entre outros (GALVANO et, 2004).

Atualmente observa-se um crescente interesse naleismtocianinas em diversos
segmentos, dentre os quais se destacam as ind(aireenticia, farmacéutica e cosmética,
onde podem ser aplicadas, por exemplo, como cargntieicipalmente corantes vermelhos,
que sdo os corantes naturais mais dificeis de &acona natureza em forma estavel
(FAVARO, 2008).

A sintese artificial de antocianinas é um processoplexo e de alto custo. Em geral,
a obtencdo desses compostos envolve sua extracartem de espécies vegetais,
principalmente frutas, nas quais o teor de antowan € mais alto. O custo de
comercializacdo de antocianinas isoladas e quingognpuras é muito alto (um miligrama
de antocianina pode custar mais de 1.000 dolaRmtanto, € necessario expandir as
possibilidades de sua obtencdo em larga escalaarta pde fontes naturais de forma
sustentavel, para viabilizar o desenvolvimento s saplicacdes, com grandes beneficios
para a sociedade (CANAL CIENCIA, 2011).

Quanto a sua estabilidade, sabe-se que durantenazemamento, as antocianinas
podem sofrer modificacdes devido a sensibilidaddesadas temperaturas, oxigénio, luz e
acdo enzimatica (JACKMAN et.all987; FRANCIS, 1989).

Na natureza, as antocianinas ocorrem glicosilag@sdo as agliconas conhecidas
como antocianidinas, cuja forma béasica € a dorégwilium (Figura 3.2) (MALACRIDA e
MOTTA, 2006). Além do grupo de acucares, a molécdi& antocianina pode vir,

frequentemente, ligada a um grupo de acidos orgémioutros substituintes.
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Figura 3.2. Cation flavilium

As antocianinas encontradas em alimentos sdo taeéawvadas das agliconas
pertencentes aos seguintes pigmentos basicos:dimalyidelfinidina, petunidina, peonidina,
cianidina e pelargonidina, as quais diferem eritgpiganto ao numero de hidroxilas e ao grau
de metoxilas presentes no anel B (LIMA et al., 3Q@&gura 3.3). A formacédo do glicosideo
e a maior presenca de grupos OCH3 conferem, ent, geramais avermelhada e maior
estabilidade a oxidacdo e ao calor do que o aundgdohidroxilagbes, que por sua vez
proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELGROSCH e SCHIEBERLE, 2004).

Antocianidina R1 R2 R3 MW
Pelargonidina - Pg H OH H 271
Cianidina - Cy OH OH H 287
Delfinidina - Dp OH OH OH 303
Peonidina - Pn OMe OH H 301
Petunidina - Pt OMe OH OH 317
Malvidina - Mv OMe OH OMe 331

Figura 3.3. Estrutura quimica das antocianinas

A glicosilagdo pelos agucares glicose, arabinageses galactose, ramnose, rutinose e
sambubiose podem ocorrer nas posices 3 e 5, doqaamcilacdo se da através da
esterificacdo da hidroxila dos agucares (MALACRIBMOTTA, 2006).

As antocianinas podem prevenir danos causados felasis livres através de varios

mecanismos, como por exemplo, o carreamento dietadical livre. As antocianinas sao
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oxidadas pelos radicais, resultando em um radieGo® reativo. Em outras palavras, as
antocianinas estabilizam as espécies reativas tgro@ através de sua reagcdo com o
componente reativo do radical. O alto poder dedea@ grupo hidroxil das antocianinas com
o radical torna-o inativo (NIJVELDT, 2001). Estac¢éo pode ser observada na representacao

abaixo:
Antocianina (OH) + R* - Antocianina (O*) + RH
onde: R* = radical livre e O* = radical livre deig&nio.

Este mecanismo ilustra a importancia dos grupa®oxiids para a elevada capacidade
antioxidante das antocianinas, como por exempl dé#inidinas e cianidinas (KUSKOSKI
et al, 2004).

As antocianinas apresentam cores diferentes depdodio pH do meio em que se
encontram. Formam soluc¢des incolores ou coloridadendo ser vermelha, violeta, azul ou
amarela (TERCI e ROSSI, 2002). Esta possibilidaslenddanca de coloracdo é considerada
uma das desvantagens das antocianinas quando eolapamlos corantes sintéticos
(ANDERSEN, CABRITA e FOSSEN, 1998).

Segundo Xavier (2004), em solugbes aquosas, asciamitas Se encontram
comumente na forma de uma mistura de diferentestests quimicas em equilibrio: cation
flavilium (vermelho), base anidra quinoidal (azy$eudo-base carbitol (incolor), e chalcona
(incolor ou levemente amarela). Em pH abaixo deag, antocianinas apresentam-se
basicamente na forma catibnica; com o aumento doopblre uma rapida desprotonacao
para formar a base quinoidal. Em meio aquoso aataigiio do cétion flavilium leva ao
equilibrio entre a forma carbitol e chalcona. A pematura ambiente e em meio levemente
acidificado, o equilibrio entre as formas carb&alhalcona € muito lento e leva horas para ser
atingido. O aumento da temperatura desloca o bqoilha direcdo da formacdo da base
chalcona (HEREDIA et al., 1998).

O meio acido faz com que o cation flavilium n&oasdgsprotonado, preservando
assim a estrutura. Em pH mais alto ocorre a despagfio das antocianinas e com iSso 0
oxigénio fica mais reativo ficando mais facil de@oer associacdo com outra molécula, o que

pode dar origem as antocianinas polimeéricas.
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3.1.2 Acido elagico

O acido elagico (Figura 3.4) é um composto fenétieobaixo peso molecular que
pode ser encontrado em algumas frutas e castaBbds. estar presente em matrizes como
roma Punica granatumlL.), morango Fragaria ananassp framboesaRubus fruticosys
avela Coryllus avelang entre outras (DANIEL et al.,, 1989; CLIFFORD e ABERT,
2000).

O acido elagico, o qual corresponde a uma dilactlenacido galico, pode ocorrer na

forma livre, glicosilada, ou ligado como elagitasnesterificado com glicose.

o}

HO O
" O O "
(0] OH

e}

Figura 3.4. Estrutura do acido elagico

E conhecido que os teores de &cido elagico livetuosam ser baixos nos frutos,
sendo detectadas quantidades maiores quando axdridrolise dos extratos, havendo a
guebra dos elagitaninos presentes (BEATTIE, CROZIEBTHIE, 2005). Deve-se levar em
consideracao que no fruto ou vegetal in naturasidogelagico € mais facilmente encontrado
na forma de derivados hidrossoliveis (elagitanino®nquanto em alimentos
processados/armazenados, grande parte do acideseaiteontrar na forma livre (insolavel)
(PINTO,2008).

3.1.3 Punicalagina

A punicalagina (Figura 3.5) € um polifenol, sendiassificada como tanino
hidrolisavel (elagitanino) de alto peso molecutamn reconhecidas atividades antioxidante e
antiinflamatoéria, se destacando como uma promigsotacula com varias funcdes benéficas
a satide (GONZALEZ-MOLINA, MORENO e GARCIA-VIGUERZ009).
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Figura 3.5. Estrutura da punicalagina

Os taninos, como a punicalagina, representam aeclagdominante de substancias
bioativas da rom&, se concentrando em maior pateasca € no mesocarpo do fruto
(FISHER et al., 2011).

A complexacédo entre taninos e proteinas é a baaespas propriedades como fatores
de controle de insetos, fungos e bactérias tandémtqupara suas atividades farmacoldgicas
(SIMOES et al., 2001).

E encontrada em diferentes espécies de plantaandestpresente em grande
quantidade no fruto da roma, onde é encontradéomass alfa e beta. Sua molécula pode ser
hidrolisada em polifendis menores, com a liberagdarupo hexahidroxidifénico (HHDP)
que rapidamente sofre lactonizacéo, formando caliyico. Possui alta biodisponibilidade,
e uma taxa de absorcao de 95% (PINTO, 2008; TYAGIL £2012).

Um estudo em Taiwan mostrou que a punicalagina pidar como um forte
supressor do cancer, sendo este um grande bengdirciaa saude humana (SEERAN, LEE e
HEBER, 2004; LARROSA et al., 2006).

3.2 Roma

3.2.1 Romazeira

A romdzeira Punica granaturnL.) (Figura 3.6) € um arbusto lenhoso, ramificadio,
familia Punicaceae, apresentando folhas pequeies, brilhantes e membranaceas, flores
vermelho-alaranjadas dispostas nas extremidadesanuss, originando frutos esféricos, com
muitas sementes angulosas em camadas as quaitae aavolvidas em arilo polposo
(LORENZI e SOUZA, 2001).
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Figura 3.6. Romézeira. Fonte: http://www.compojardineria.€@tplant-guide/plants/Romazeira.html

A cultura da roméazeira remete a antiguidade, seodsiderada uma arvore frutifera
biblica, como a videira, a oliveira e a palmeirairiga arvore frutifera muito interessante para
muitas areas do mundo, especialmente para as sedifidas e semi-aridas, devido
principalmente as suas propriedades benéficas desafualmente, seu cultivo encontra-se
distribuido por paises como Espanha, Estados UnidasTurquia, india, Israel, China e
paises da costa norte da Africa, entre outros. gafisa tem sido o mais importante produtor
na Europa (SANCHEZ e BARRACHINA, 2013).

A Embrapa importou cultivares de roméazeiras doadest Unidos e da Turquia, com
0 objetivo de avaliar sua adaptabilidade ao seduabrasileiro. A empresa estuda a
adaptacao desta cultura no pais, a procura des fqui proporcionem a obtencdo de produtos
de alto valor agregado.

3.2.2 Fruto

O fruto da roméazeira (Figura 3.7) é formado por uaga globosa, do tamanho de
uma laranja pequena, de casca coriacea, amarelaeomelhada manchada de escuro, com
inUmeras sementes angulosas, cobertas por tegurespasso, polposo, de sabor doce
ligeiramente acido (GOMES, 2007).
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Figura 3.7. Fruto da roma

O fruto pode ainda ser consumido na forma fresmaocbebidas (sucos e vinhos) e na
forma de outros produtos (JAISWAL, DERMARDEROSIAN®RTER, 2010) (Figura 3.8).

Foto: Raphael

Figura 3.8. Produtos derivados da roméa

3.2.3 Caracterizacao do fruto

Santos et al. (2010) realizaram a caracterizacgiooffjuimica da polpa de rom3,
sendo os resultados reportados no quadro 3.1.



Quadro 3.1 Caracterizagéo fisico-quimica da polpa de romdN{B0S et al., 2010)
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Analises Média
SST {Brix) 12,89 + 0,00
pH 3,54 + 0,02
Umidade (g.1009) 73,93 +0,52
Glicose (g.1009) 2,67 +1,39
Sacarose (g.100Y ND
Amido (g.100g") ND
Cinzas (%) 0,46 + 0,01
Ferro (mg.1009) 1,08 + 0,14
Fibras (g.1009) 2,43 + 0,07
Pectina (g.1009 0,84 +0,19
Gordura (g.1009) 10,53 + 0,93
Proteina (%) 1,48 £ 0,25
Vitamina C ND

ND.: ndo detectado

Segundo Al-Maiman e Ahmad (2002), as caracteristitsacas e fisico-quimicas do
fruto da roma sao influenciadas diretamente petwgsso de maturacdo, o que justifica a
variacdo existente na coloracdo, tamanho e até mésor de determinados compostos
presentes N0 mesmo.

Investigagbes sobre 0s componentes quimicos (palmente os compostos
fendlicos) e sua atividade biolégica em todas asepala roma, incluindo folhas, sementes,
suco e casca, estdo despertando o interesse taptmtb de vista de saude como econémico
(GIL et al., 2000; SINGH, CHIDAMBARA MURTHY e JAYARAKASHA, 2002,
LANSKY e NEWMAN, 2007).

A roma possui alta concentracdo de flavonoides lgepdis, 0os quais apresentam
atividades antioxidante, antiviral e antitumoraly AGI, 2012). A fruta apresenta em sua
composicao compostos fendlicos como: antocianidelirfidina, cianidina e pelargonidina)
(Figura 3.9), &cidos fendlicos e taninos (JARDINIFELHO, 2007). Dentre os &cidos
fendlicos, o acido elagico € um dos mais enconsradaroma (QU, BRESKA e PAN, 2012).
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Pelargonidina

Figura 3.9. Estrutura das antocianinas presentes no frutorda

As antocianinas tém grande destagque na compos@dutod, pois além de atuarem
como um dos mais importantes antioxidantes natuetds sdo as responsdaveis pela intensa
coloracdo vermelha do suco de roma obtido dossardoqual é um dos parametros de
qualidade que mais influenciam na aceitacao sexilgmios consumidores (ALIGHOURCHI
e BARZEGAR, 2009; BOROCHOV-NEORI et al., 2009; GdL al., 2000; PATRAS et al.,
2010).

As antocianinas sdo consideradas instaveis e gissispa degradacdo, levando ao
aparecimento de coloracdo marrom durante o praoesdga e 0 armazenamento de produtos
onde as mesmas estejam presentes. A deteriorac@ordam sucos de frutas contendo
antocianinas ocorre como resultado da degradacéo amtecianinas monoméricas,
polimerizagcdo das mesmas e subsequente formagiy darrom. Esta alteracao na cor afeta
fortemente a aceitagdo pelos consumidores e remaltperda de mercado de produtos
processados de roméa (TURFAN et al., 2011) Diansteddfatos, a avaliagdo e compreensao
do comportamento do perfil de antocianinas nosyiosdderivados de roma tem sido objeto
de estudos cientificos (SOMERS e EVANS, 1986).

Seeram et al. (2008) compararam o0 suco de roma aanas bebidas ricas em
compostos antioxidantes consumidas nos Estadoso®Jned observaram que o mesmo
apresentou maior concentracdo de compostos feadleun acido galico equivalente), bem

como maior atividade antioxidante do que os oytroslutos avaliados (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Comparagao entre suco de roma e outras bebidasog@o teor de compostos fendlicos e

a atividade antioxidante (SEERAM et al., 2008).

Os polifendis representam a classe predominanticodeiimicos da roma, consistindo
principalmente nos taninos, como a punicalaginajuzss se concentram em maior parte na
casca e no mesocarpo do fruto (FISCHER et al.,)2011

Gil et al. (2000) atribuiram a elevada atividadéicaidante do suco comercial de
roma a presenca de taninos, 0s quais tém sua paesersuco diretamente ligada ao modo de
extracdo do mesmo. Quanto mais fragcbes do mesopagsarem para 0 sSuco, maior sera a
concentracdo de taninos do mesmo, porém mais aikddh sua cor e possivelmente maior
sabor amargo sera conferido a bebida (VARDIN e FRREDGLU, 2003).

3.2.4 Beneficios a saude

O fruto da roma tem uma longa histéria medicinaipmente utilizada por muitos
povos, principalmente os orientais. Nos ultimossatem havido um renovado interesse
mundial sobre os beneficios funcionais deste ff8tdMNER et al., 2005).

O estudo dos componentes bioativos de roma e $eitesesobre a melhoria da saude
humana é um campo de pesquisa muito oportuno e$semte. Provou-se por numerosos
estudos cientificos que tanto a roma e os seugadi®s contém componentes que podem ser

usados para a prevencdo de doencas e manutencéatda (LARROSA et al., 2006;
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SARTIPPOUR et al., 2008; KOYAMA et al., 2010), apeatando influéncia sobre fatores
biolégicos, como a atenuacdo de fatores arterog€rilVIRAN et al., 2000;), modulagéo
das respostas antiinflamatorias (ROSS, SELVASUBRANKN e JAYASUNDAR, 2001) e
de enzimas do sistema de defesa antioxidante emodgeperoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase) (AJAIKUMAR et al., 2005).

Os flavondides extraidos do suco fermentado e @m @a semente de roma
apresentaram atividade inibitéria de enzimas oxean(SCHUBERT, LANSKY e
NEEMAN, 1999; CATAO, 2006; TAUFNER, FERRACO e RIBED, 2006).

Através de pesquisas sobre a inducdo de atividadeorél por substancias
carcinogénicas em epiderme de ratos, Afag et @3Robservaram que a aplicacao topica de
extratos da roma funcionava como agente anti-tumora

Além da atividade antioxidante, atividades antibagha e antifUngica também ja
foram observadas para o fruto da roma. AnesinirezZP@993), avaliando 132 extratos de
plantas usadas na medicina popular em atividadésiarobianas, observaram que extratos
do pericarpo do fruto da roma inibiram o crescirneth S. aureusamostras resistentes a
penicilina G),E. colie Aspergillus niger

Vasconcelos et al. (2003) avaliaram a capacidadi@iagica de um gel contendo
extrato de roma (do fruto integro) na infec¢do g@ordida associada a estomatite pelo uso de
dentadura, comprovada em exames clinicos e midéghios. Concluiram que o extrato pode

ser usado como agente antifingico topico.

3.3 Procedimentos analiticos

O uso de um sistema cromatografico, de um espeetrénde massas ou, ainda, 0
acoplamento dos dois, consiste em técnicas amalipicecisas e especificas para identificacdo
e quantificacdo de diferentes tipos de compostd&KREBABIN, 2012).

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil de compostos fendlicos é distinto paramiftes frutas, podendo ainda sofrer
alteracbes de acordo com as variedades analisadasl@ com as condi¢cdes de cultivo,
podendo estas ultimas interferir na produgdo de tammpostos por parte da planta.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia de faseersa acoplada a um detector de arranjo de
diodos (DAD) e com o uso de padrbes analiticos sdo a ferramenta mais usada

ultimamente para a identificacéo de tais compostos.
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Autores como Brito et al. (2007) tém utilizado estanica para identificacdo de
compostos fendlicos em frutos até entdo néo caizaties, o que certamente auxilia na busca

por fontes de compostos bioativos potencialmemeéfims a saude humana.

A cromatografia € um método contemporaneo que gamblevancia por volta de
1903, com o botanico Mikhail Semenovich Tswett, walqfoi considerado o pai da
cromatografia moderna, devido aos varios trabaltegerimentais que realizou,
principalmente na separacao de diversos pigmeat@sias presentes em extratos de plantas

por adsorcéo diferencial em colunas de vidro (ET,TRIDO0).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)uéa técnica de alta precisao,
eficiéncia e sensibilidade, a qual utiliza os gpies da cromatografia liquida classica em
equipamentos. Um sistema de CLAE € composto porresarvatorio de solvente, uma
bomba, um injetor (manual ou automatico), uma amlwm detector e um computador para
aquisicao e processamento de dados (ROSA, 20@yréFs.11).

Aquisicio de dados

Detector

Descarte

Coluna

Injetor automatico

Figura 3.11.Esquema ilustrativo de um sistema de cromatogligfitdda de alta eficiéncia. Fonte —
com adaptacdes: https://mundodababsi.wordpressatagbry/controle-de-qualidade/
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Na cromatografia liquida de alta eficiéncia as watusdo constituidas por material
inerte, na maioria das vezes ago inoxidavel, caamdiro interno uniforme e resistente as
altas pressdes em que serdo utilizadas. Na crorafitofiquida de fase reversa, as colunas
utilizadas sé@o aquelas que possuem grupos funsiapaiares (§ Cis € Go) quimicamente
ligados ao suporte de silica (ROSA, 2005).

Os detectores mais utilizados em CLAE séo os deescde absorbancia de radiacao
ultra-violeta. Neles a fase movel que elui da calpassa através de uma pequena célula que é
mantida no caminho de um feixe de radiacdo UV-\isigendo a radiacdo ndo absorvida
medida em um dispositivo denominado fotodiodo (SKE3)EOLLER e NIEMAN, 1997).

Nos detectores de arranjo de fotodiodos a radipgiioromatica apds passar através
da amostra € dispersa por uma grade fixa (monodoms), atingindo o arranjo de
fotodiodos (de 512 a 1024 diodos). Cada diodo nuedle banda estreita de comprimento de
onda no espectro, dessa forma o DAD tem uma adoisle dados paralela, todos os pontos
do espectro sendo medidos simultaneamente. Estestates tém maior sensibilidade uma
vez que possibilitam a alta absorvancia para vatmsponentes devido a escolha de
comprimentos de onda diferenciados. Desta mesmaafotambém sdo considerados
seletivos, ja que um determinado comprimento dea@rdle o analito de interesse absorve
mais que o0s outros pode ser escolhido. A habilidddefazer medidas de multiplos
comprimentos de onda e a alta velocidade de adoissggnifica que varias técnicas de
amostragem de sinal podem ser usadas para reduzido e aumentar a sensibilidade
(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 1997). Outro ponto imparta do uso do detector de
arranjo de fotodiodos é que através da aquisicaesgectros do componente puro e de
possiveis impurezas, ou seja, da possibilidadeedeaizar uma varredura, torna-se viavel
avaliar a pureza de cada pico (HARBONE, 1993).

Muitos dos avancos da cromatografia liquida foré&carggados pelo desenvolvimento
de novas particulas de fases estacionarias quenfosspazes de gerar colunas mais seletivas,
eficientes e estaveis. No inicio da cromatogrdfjaitla, em 1950, eram utilizadas colunas
recheadas com particulas irregulares de 100-20qyenalcancavam eficiéncia de apenas 200
pratos/15cm. Na década de 60, surgiram colunas paoticulas de 40-50 um, alcancando
1000 pratos/15cm. Nos anos 70 surgiram as parsiade diametros de aproximadamente
10um, possibilitando que as separacdes alcancassditiéncia de 6000 pratos/15cm. Nos
anos 80 foram introduzidas particulas de 3,3-5 |fimaémente, no ano de 1996, as primeiras
particulas de 1,6 um com eficiéncias superiore80@@pratos/15cm. Com o passar dos anos

0s cientistas passaram a buscar o desenvolvimenfoadiculas de formato esférico, que
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devido ao menor tamanho, tendem a formar um leitonatografico mais compacto e
homogéneo, permitindo enchimentos mais reprodstivgos 50 anos de desenvolvimento,
surgiram as particulas esféricas porosas de 2,Eqmas quais sdo obtidas colunas com
eficiéncia de 25000 pratos/15cm. Nestas colunanokimentos também séo reprodutiveis e
as andlises sdo mais rapidas devido a concomitimi@uicdo dos tamanhos das colunas
(MALDANER; JARDIM, 2009).

A reducdo do tamanho da particula com maior empauaito da coluna resulta em
um grande aumento na pressao, a qual mesmo cahagicedo tamanho da coluna, continua
elevada e incompativel com um sistema convencibm&LAE. Para tornar possivel o uso de
colunas empacotadas com particulas menores que Brmpanvez que a atual instrumentacao
disponivel para CLAE néo era projetada para trapatlas pressdes alcancadas, um novo
equipamento foi lancado em 2004 pela empresa Wasgraz de suportar pressbes de até
15000 psi, tendo sido denominado de Acduitjtra performance liquid chromatography
system(UPLC™). Em portugués o termo foi traduzido como Cromitfig Liquida de Ultra
Eficiéncia (CLUE) (BARRABIN, 2012).

3.3.2 Espectrometria de Massa

Na espectrometria de massas a solugdo contendmposto de interesse € injetada
em um espectrometro (injecdo direta) ou atravéamlecromatégrafo acoplado ao mesmo,
sendo primeiramente ionizado. Os ions formadossparados na base da razdo massa/carga
(m/z) e o numero de ions que corresponde a cadddtle’ de massa/carga € registrado na
forma de um espectro (ABDELNUR, 2010).

Um espectrometro de massas (Figura 3.12) consisteés principais setores:

* Fonte de ions ou camara de ionizacdo: onde ocoiwenacado de ions em fase

gasosa, a partir de amostras soélidas, liquidasasasgs, dependendo da forma de
insercdo da amostra. Como exemplos de métodosr@a¢do podem ser citadas a
ionizacao por elétrons e a ionizagdo quimica.

* Analisador de ions: onde ocorre separacdo de ienscdrdo com sua relacdo
massa/carga (m/z). Exemplos de analisadores deamasgtor magnético,
guadrupolojontrap e tempo de voo.

» Detector: tem a funcéo de capturar e amplificanal gla corrente de ions que séo
ejetados do analisador e transferir o sinal pasasttma de processamento de

dados. Exemplos: fotomultiplicador, multiplicadar elétrons.
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Figura 3.12 Esquema ilustrativo de um espectrdmetro de massas

3.3.3 Isolamento de padrdes analiticos

7

A maior dificuldade na andlise por CLAE é a obtengiée padrdes analiticos
confiaveis, sendo estes a maior fonte de errositiaoal influenciando diretamente no
resultado final obtido (KIMURA e RODRIGUEZ-AMAYA, @2).

A aquisicdo de padrdes analiticos de alta purerngente depende de importagéo e
possui elevado custo. Além disso, em alguns caas®ssubstancias ndo se encontram
disponiveis comercialmente (PACHECO et al., 2013).

A cromatografia em coluna aberta € considerada aomep técnica alternativa para o
isolamento de substéancias em uma quantidade walatinte alta, as quais podem
posteriormente ser usadas como padrdes analiBédiSHECO, 2009).

Campos (2006) isolou antocianinas presentes enatextte jameldo previamente
purificado pela técnica de cromatografia liquidaatie eficiéncia. As fracdes foram coletadas
manualmente diretamente do cromatografo para tdb@nsaio, sendo em seguida realizadas
leituras de absorvancia em espectrofotdbmetro anBl.7Apos este procedimento, as fracdes
foram mantidas por aproximadamente 4 horas em eadpopara eliminagcéo do solvente.

Gouvéa et al. (2012) também realizaram o isolamdagantocianinas presentes no
acai por CLAE, com o uso de valvula seletora daisascoplada a saida do detector, como
coletor de fragbes. Com este procedimento foi peksbbter padrdes analiticos das
antocianinas cianidina-3-glicosideo e cianidinast&mnosideo com pureza maior do que 95%.

3.4 Processos de separacdo por membrana

Os processos com membranas sao aplicados nos ifeaentks setores industriais,
para as operacdes de separacdo, purificacdo oertoagdo. Esta tecnologia apresenta-se
adequada paras aplicacdes especificas, nas quaigstodos convencionais de separacdo se
mostram ineficientes, gerando grande quantidadeldentes e/ou custo operacional elevado.
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O rigor imposto pelas regulamentacdes ambientagitianas décadas também contribuiu de
forma positiva para o crescente uso da tecnolagsegdaracédo por membranas. Neste sentido,
a utilizacdo de membranas possibilita reducéo dspeatdicios e aumento nas oportunidades
de recuperacdao e reciclagem de substancias, al@awsdiilidade de separacdo de compostos
termolabeis (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006).

Uma membrana (Figura 3.13) pode ser definida coma barreira que separa duas
fases e que restringe, total ou parcialmente, sp@rte de uma ou varias espécies quimicas
presentes (CHERYAN, 1986; NOBLE, 1993).

Alimentacdo wmp mmp Concentrado
“a

Membrana

Permeado

Figura 3.13. Esquema de permeagcao por membrand$\(EQ8, 2010)

A classificacdo das membranas pode ser feita dr pdes suas caracteristicas
morfolégicas como, por exemplo, a presenca ou &igsée poros, 0 tamanho dos mesmos e
o grau de simetria; a partir de caracteristicasgais associadas ao material que a constitui e,
ainda, de acordo com a forma e tipo de modulo eenegtéio inseridas (MULDER, 1991). O
tipo de forga motriz utilizado e a composi¢cao dantkeana definem os diferentes processos:
microfiltrac&o, ultrafiltracdo, nanofiltracdo, d&d, osmose inversa, evaporacdo osmotica,
pervaporacao, permeacao de gases (PORTER, 1990).

Os modelos matematicos visando relacionar a foxg@izrcom o fluxo permeado séao
importantes para se entender 0os mecanismos deagapaenvolvidos nos processos com
membranas. A forca motriz pode ser a diferenca radlignte de pressao hidrostatica, de
pressdo parcial, de concentracdo e de potenciaiceld LOPES et al., 2007; MATEUS,
SANTOS e CABRAL, 1993). Nos processos que utilizaghferenca de pressdo como forca
motriz o fluxo permeado §Jé diretamente proporcional a diferenca de prestdiva AP).

Os processos de micro, ultra e nanofiltracdo afiizmembranas porosas cuja
seletividade é caracterizada pela diferenca dertamantre as moléculas da solucédo e os
poros da membrana; promovendo, entdo, um fluxoexivo com escoamento do permeado
por entre 0s poros. Estes processos diferem amisdostamanho dos poros, que diminuem da
microfiltracdo para a nanofiltracdo (0y8n para 100 Da) aumentando a resisténcia a
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permeacao e, consequentemente, a diferenca damgigcada (CRUZ, 2008). No processo
de osmose inversa (Ol) séo utilizadas membranasadeonde 0s poros quase inexistem,
sendo a for¢ca motriz a diferenca de pressao paeagporte de massa (MUDLER, 1991).

O decréscimo no fluxo de filtrado ou permeado édas principais fatores limitantes
nestes processos de separacdo. Tal situagdo ptateassociada a fenOmenos como a
polarizagdo por concentracdo, adsor¢cdo e blogueipados. Estes fendmenos podem ser
minimizados através de pré-tratamentos que promowara diminuicdo dos sélidos em
suspensao presentes na polpa como a centrifugea@mento enzimatico ou refino, ou ainda
através de alteracdes das condi¢es de processaf@&itZ, 2008; LOPES et al., 2007).

O fato do uso de membranas possibilitar uma maresgovacdo de compostos
termolabeis vai de encontro a demanda dos atuaissuoodores por alimentos
industrializados e com a qualidade nutricional pri@xa dos alimentos ndo processados. Os
sucos de frutas tropicais atendem a esses reifitd serem ricos em vitaminas, sais
minerais, aclcares e substancias antioxidantes) di proporcionarem sabor e aroma
agradaveis. Assim, é necessario que as técnicgsodessamento e conservacao adotadas
para elaboracdo de sucos sejam eficazes em atieraenos possivel as caracteristicas
originais das frutas (CIANCI et al., 2005).

Segundo Paula et al. (2002), a maior aplicagdoedaotogia de membranas na
industria de suco de frutas é voltada para a oétede sucos de frutas clarificados por meio
da remocdo de celulose, hemicelulose e pectinasmpoofiltracdo ou ultrafiltracdo. As
substancias responsaveis pela turbidez do sucaetdias pela membrana, e o produto
permeado é o suco clarificado. Estes processosse@io testados com sucesso, como uma
alternativa a clarificacdo enzimatica, que em geeakssita de duas etapas de filtracdo, além
de necessitar de grandes quantidades de auxitiarddtracdo, o que aumenta o custo do
processo e contribui para 0 aumento de efluentésos

Durante a microfiltracdo de sucos de polpa de $rutaaumento da resisténcia a
passagem do fluido pela membrana, pode ser refmulimmo da diminuicdo da porosidade
(entupimento, adsor¢céo) quanto da polarizacdo deecdracédo e formacao de camada gel na
superficie da membrana. Este fenbmeno pode seadmysr pectinas, taninos, proteinas,
amido, hemicelulose e celulose (PREVENTING, 200ARGEIRO et al.,, 2002; CRUZ,
2008).
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3.5 Processo de secagem pepray drying

A secagem pospray dryingou atomizacao consiste na transformacao de unufmrod
no estado fluido para o estado sélido em formadleapavés da dispersdo de goticulas do
material dentro de uma camara, em contato com wnante de ar quente (MASTERS,
1979). O material a ser desidratado pode estasrnzafde solucdo ou suspensédo e o produto é
obtido na forma de particulas isoladas, granuloaglomerados. Estas formas dependem das
propriedades fisicas e quimicas do material, defwr@ operacdo do secador. A secagem por
spray drying fornece um produto versatil e seguro com caratiess adequadas para
diferentes aplicacbes (NOGUEIRA, 2002).

Este tipo de processo teve seu inicio em 1865, dqudni patenteada a primeira
operacdo de secagem de ovos. Sua utilizagédo eiha @wbastrial se deu a partir da década de
20, onde os primeiros produtos a serem obtidosaega lescala foram o leite e 0 sab&do em po
(ROSA et al., 2006).

A secagem porspray drying € muito utilizada nas industrias alimenticia e
farmacéutica, apresentando grande versatilidadegacpeal, onde o baixo tempo de
residéncia dos produtos na camara de secagem, dst@grocesso um dos mais indicados
para secagem de materiais termo sensiveis. Ouwogte corrobora a importancia deste
processo para produtos sensiveis ao calor, € quentdua secagem, a temperatura na
superficie externa do material é inferior & tempeeado ar de secagem (RE, 1998). Isto
ocorre devido ao fato da agua remover calor latdatsuperficie solida das goticulas para
mudanca de fase (evaporacdo) mantendo a mesma mperétura de equilibrio
termodinamico (temperatura de bulbo umido).

Um sistema de secagem pspray drying € composto por um atomizador para
transformar o liquido em uma névoa, um aquecedamoa fonte de ar quente, uma camara
de secagem onde ocorre a mistura da névoa cora orarseparador que permite recuperar 0s
sélidos secos (Figuras 3.14 e 3.15) (ROSA et @06
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Figura 3.14. Figura representativa de wspray dryer Fonte — com adaptacdes:
http://blogs.|t.vt.edu/fstpilotplant/2013/10/08/aprdrying-lab/
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Figura 3.15. Bico atomizador. Fonte: http://imk209.wikispacesn/CIJW-+Chapter+4

A qualidade dos produtos obtidos por este processosecagem depende das
caracteristicas do atomizador e da transferéncieattd e massa entre o ar aquecido e as
goticulas na camara de secagem. O liquido é dspeyando-se um atomizador de alta
pressdo ou forca centrifuga. Para aumentar a apeafigial e expor as goticulas de pequeno
diametro ao contato direto com o ar aquecido & ataperaturas. Em geral, o tamanho das
particulas do liquido atomizado situa-se entre 20Ggum e o tempo de secagem entre 5 a 30
segundos (FURUTA, HAYASHY e OHASHI, 1994). Nonhebel Moss (1971) citam
tamanho de particulas na faixa de 1 a @60 e quando o produto esta na forma de esferas
ocas, a densidade é baixa. Furuta et al. (199hafh que o incremento na area superficial
do material a ser atomizado aumenta com o aumentoaddo do ar de secagem e que o
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didmetro das particulas desidratadas epray dryer € afetado pelas condicdes
termodinamicas da fase gas.

Embora a tecnologia de secagem ppray dryingnecessite de investimentos de
capital mais elevados, quando comparado a outca®ltgias de secagem, a facilidade de
operagdo em modo continuo, a capacidade de prockgsesos tipos de matérias-primas e a
qualidade do produto final, levaram a ampla adogésta tecnologia em grande escala
(WENDEL e CELIK, 1998).

Atualmente, empresas fornecedoras de equipameetaechgem pospray drying
tém se comprometido com o aumento a eficiénciaecéd do custo operacional do processo.
O mercado destes secadores mostra uma tendéncigeeantilizar equipamentos mais
eficientes e que ocupem menos espaco, tornando natregdo dos mesmos menos
dispendiosa. Empresas comoGEA Process Engineeringtém se comprometido em
desenvolver projetos capazes de reduzir em 50%nantao dosspray dryers mantendo a
capacidade, tempo de operacgao e qualidade do prodak (ULLUM, 2014).

3.6 Processo de microencapsulacao

3.6.1 Métodos de microencapsulacéo

A microencapsulacdo € um processo de empacotardentateriais soélidos, liquidos
OU gasosos em capsulas, na faixa micrométricayas godem liberar o contetdo de forma
controlada sob condicbes especificas. E descritao coma técnica em que um composto
ativo é encapsulado por um polimero a fim de malharsua estabilidade e também para
facilitar sua manipulacdo. Trata-se de uma tecrm@lqge tem sido empregada com éxito na
indUstria de cosméticos, farmacéutica, aliment&iguimica. Varias técnicas podem ser
empregadas na elaboracdo de microcapsulas, tai®: cgpray drying spray cooling
coacervacao, extrusdo, extrusdo centrifuga, renebto em leito fluidizado, lipossomas e
complexacdo por inclusdo. A transformacdo de umemaht em microcapsulas tem
solucionado limitagdes no emprego de ingredienieteaticios, visto que pode suprimir ou
atenuarflavors indesejaveis, reduzir a volatilidade e a reatide@le@ aumentar a estabilidade
destes em condicbes ambientais adversas, comaesenga de luz, oxigénio e pH extremos
(GHARSALLAQUI et al, 2007; FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

A roma é uma fruta com elevada concentracdo de astop fendlicos que podem ser
utilizados como ingredientes ativos em diferentgicac6es na industria alimenticia. No
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entanto, estes compostos podem se degradar quapolst@s ao oxigénio ou mesmo a luz. A
estabilizacdo de tais compostos para utilizacdo fiem industriais pode ser melhorada
utilizando-se as técnicas de microencapsulacédo ADEHARK, 2005).

Ha uma tendéncia mundial que aponta para a neadssie que os alimentos nao
sejam mais somente vistos como uma fonte de ntéserom apelo sensorial, mas também
como fonte de bem-estar e de salude para os indazidista mudanca de perspectiva requer
mudancas de paradigma no desenvolvimento de noudstps, observando-se a necessidade
do controle da bioacessibilidade de determinadosponentes dos alimentos. Esta
abordagem se tornou ainda mais relevante a padicarrelagdes entre genética, alimentacao
e saude. A microencapsulacdo tem sido uma técfeti@ee para se alcancar tais objetivos,
onde o componente ativo fica protegido em uma roégsula e pode ser liberado sob
condicOes controladas.

No caso particular da microencapsulacédo de sucdsutés pelo processo dgpray
drying, o elevado teor de acucares das matrizes pode dewdbtencdo de produtos com
elevada viscosidade e higroscopicidade, diminumdendimento do processo (BHANDARI,
DATTA e HOWES, 1997). A solucdo mais comum paraiz@desta dificuldade € a adicao de
formulacbes com materiais de parede antes de aQéuzpara facilitar o processo de
secagem, o transporte e o0 armazenamento do p@ dB#HANDARI BHANDARI, DATTA
e HOWES, 1997; JAYA e DAS, 2005; TONON et al., 2009

3.6.2 Agentes encapsulantes

No processo de microencapsulacdo ppray drying pequenas gotas de material
liquido ou particulas sélidas (material ativo owcled) sao recobertas com um fino filme
protetor (material de parede ou agente encapsilante

Os agentes encapsulantes com elevada massa molaiteid para aumentar a
temperatura de transicdo vitrea dos produtos, dgsagvitar problemas causados pela
viscosidade, como a retencado do material nas padaleamara de secagem (TONON et al.,
2010).

Dentre os materiais recobertos pelos agentes danesaestdo também as moléculas
de carboidratos, ocorrendo assim a inibicdo oug@alda acao indesejavel dessas substancias
durante o processo de secagem (SHEU e ROSENBERG).19

Para corresponder as funcdes de recobrimento, enteagncapsulante deve ter boas
propriedades emulsificantes, formar facilmente cpl envolvente; ter baixa viscosidade

em altas concentracdes de solidos; apresentar baigscopicidade; ser de féacil
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reconstituicdo do componente microencapsuladogesendémico, de sabor leve e de fécil
obtencdo. Na maioria das vezes, um mesmo encafsul@o engloba todas essas
propriedades, usando-se entdo combinacdes dessea phtencédo dos resultados desejados
(NOGUEIRA, 2002).

A escolha do material de parede para secagensgray dryingé muito importante
para a eficiéncia do processo de microencapsul&gsiagentes mais utilizados séo goma
arabica, amidos hidrolisados (maltodextrinas), asidnodificados entre outros. Alguns
fatores como custo, disponibilidade e qualidadespodestringir o0 uso da goma arabica para
fins de microencapsulagdo, porém €& um agente colhomestabilidade e eficiéncia de
recobrimento. Uma area de pesquisa de interesseeate € o desenvolvimento de polimeros
de baixo custo ou de misturas de polimeros, qusappgncapsular materiais com igual ou
maior eficiéncia que a goma arabica (KANAKDANDE, BBALE e SINGHAL, 2007).

Goma é o nome genérico dado a uma classe de extatorrendo em diferentes
espécies vegetais. A goma arabica, extraidacdaia senegalé a mais conhecida e utilizada
das gomas. Esta goma é um polissacarideo com dades variaveis de D-galactose, L-
arabinose, L-ramnose e multiplas glicoproteinas)deeproduzida somente em paises
africanos, principalmente no Sudao (CEINFO, 2013).

De acordo com Charve e Reineccius (2009) a gonficaré geralmente usada como
material de parede para a formulacéo de liquidos @anicroencapsulacédo por processo de
secagem por pulverizacdo, uma vez que apresentamadgcaracteristicas, tais como elevada
solubilidade, baixa viscosidade e boas propriedadessificantes que tornam esta substancia
um bom agente encapsulante. E habitualmente atéizan combinacio com outros materiais
de parede, como o amido hidrolisado ou modificaoim © intuito de promover a melhor
resposta na retencdo das moléculas de interessBNBARI et al., 1997;. KENYON e
ANDERSON, 1988; REINECCIUS, 1991) .

As maltodextrinas [(C6H1205)n,B], segundo a Food and Drug Administration sao
polimeros sacarideos nutritivos, ndo doces queistens de unidades D-glicose unidas por
ligacdesa (1,4) e que tem dextrose equivalente (DE) mener2fu Apresentam-se como um
produto em pé branco ou solucdo concentrada peétalise parcial do amido de milho com
acidos ou enzimas. Aromatizantes microencapsuleatbseste material resultam em produtos
de escoamento livre; uma propriedade importanteeéaga higroscopicidade aumenta com o
aumento da DE (KENYON e ANDERSON, 1988).

A maltodextrina € muito utilizada na microencapsatade ingredientes alimenticios

oferecendo vantagens como baixo custo, aroma & sebtro e baixa viscosidade em altas
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concentracbes de solidos (AVALTRONI et al., 2004AFARI, ASSADPOOR e
BHANDARI, 2008). A maltodextrina ndo apresenta piegade emulsificante, uma vez que é
apenas um material de parede hidrofilico. Consikraste fato, pesquisas foram realizadas
para modificar quimicamente amidos, incorporandmgs lipofilicos (REINECCIUS, 1991).

Nos Estados Unidos, ational Starch and Chemical Corporati@esenvolveu um
amido modificado chamado Cap8ué partir de modificacdo enzimatica de amido diaani
ceroso. A modificacdo consistiu em acrescentar omponente lipofilico (succinato de
octanil) ao amido, o que aumenta nas formulacédse onmesmo é utilizado a capacidade e
estabilidade de emulsées (ABURTO, TAVARES, MARTUQR98; RUAN et al., 2009;
WANG et al., 2011).

O amido modificado pela adicdo de um component#ilipo tem se mostrado uma
alternativa ao uso de goma arabica, por custaxmpaolamente trés vezes menos, ser usado
em menor quantidade e ter maior disponibilidade ezcral (ABURTO, TAVARES,
MARTUCI, 1998; FINOTELLI, 2002).

O amido modificado proporciona excelente retengdcamponentes volateis durante
a secagem por atomizacdo e pode ser usado corooaktantracdo de solidos aumentando
menos a viscosidade que a goma arabica. O usonda gameralmente limitado em 35% da
concentracdo de solidos do alimento, enquanto guemdos modificados podem ser usados
em concentracdes de até 50% (REINECCIUS, 1991).

De acordo com King, Trubiano e Perry (1976) os asthodificados tém capacidade
para formar misturas com baixa consisténcia evitandglomeracao e formacao de pelicula
antes da secagem por atomizagao.

E possivel observar que quando o objetivo do psacéster maior preservacio de
compostos especificos, aléem de uma elevada efiai&we secagem, recomenda-se avaliar

outros agentes e selecionar aquele que respontiemasl especificacées do produto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima

Os frutos de roma (Figura 4.1) foram fornecidosagédzenda Boa Fruta (localizada
em Petrolina/PE). Foram utilizados dois lotes déof do mesmo produtor para execuc¢ao dos
estudos.

Figura 4.1. Frutos de roma oriundos da Fazenda Boa Fruta

4.2 Solventes e reagentes

» Acetonitrila, metanol e acido féormico, grau de mar€LAE, da marca Tedia.

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

» Padrfes das antocianinas isolados segundo Gaivea(2012): delfinidina-
3,5-diglicosideo (98,0%), cianidina-3,5-diglicosdd€99,2%), delfinidina-3-
glicosideo (98,0%), pelargonidin-3,5-diglicoside®9,(1%), cianidina-3-
glicosideo (99,6%) e pelargonidin-3,5-diglicosi{@®,9%).

« Padrao analitico comercial de cloreto de delfiraddb- diglicosideo (98,3%)
da marca Chomadex.

« Padrdes analiticos da marca Sigma: frutose (99,086dse (99,5%), sacarose
(100%), é&cido ascorbico (99,0%), punicalagina (85,0e acido eléagico
(100%).

* Agentes encapsulantes: goma arabica instantaneEE®f; amido modificado
(CapsuP AKY-0800, National Starch) e maltodextrina DE5 ¢B&4® 1805,
Corn Products Brasil).

« Enzima pectinolitica Rapida$@F, DSMFood Specialities.
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4.3 Caracterizacao fisico-quimica

A etapa de caracterizacdo da matéria-prima foizadd de acordo com o fluxograma
abaixo (Figura 4.2).

Composicao

Fruto da roma .
centesimal

Caracterizagao Sdlidos
fisico-quimica soldveis (°Brix)

Suco de roma

Acidez total

Figura 4.2. Fluxograma representativo da caracterizacaofigidmica da matéria-prima.

4.3.1 Solidos solUveis em °Brix

O teor de soélidos sollveis do suco de roma foirdetedo em refratbmetro modelo

Bellingham + Stanley Limitedom correcao de temperatura (20 °C) e expressBer

4.3.2 pH

A determinacdo de pH do suco de roma foi realizads titulador automatico
Metrohm®, modelo 785 DMP — Titrino apds calibrackoaparelho com tampdes de pH 4,00
e 7,00.

4.3.3 Acidez total

A acidez total do suco de roma foi determinada iematior automatico Metrohnm®,
modelo 785 DMP — Titrino, com reagente hidroxidesddio fatorado com biftalato de sédio.

4.3.4 Composigao centesimal

Para a determinacdo da composicdo centesimal do, fas andlises de umidade,
cinzas, proteina, fibra e extrato etéreo foramizadhs de acordo com os métodos descritos
na AOAC (2005-revisdo 2010) e o teor de carboidraovalor caldrico foram calculados
segundo a Resolugéo — RDC n.° 360 de 23 de dezelala@03.
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4.4 Processamento

4.4.1 Avaliacao de pré-tratamento para o suco de roma

A hidrélise enzimética e a filtracdo do suco de &@m malha com porosidade de 150
um foram testadas como um pré-tratamento para renswliglos em suspensao, reduzir a
viscosidade do suco integral e viabilizar a etapéltfacdo por membranas.

A Rapidase® TF é uma preparacdo enzimatica liquinenda deAspergillus nigere
Trichoderma reseeiapresentando atividade de pectinase e hemiceJutasn temperatura
Otima na faixa de 10 a 50 °C e pH entre 3,0 eMBNTEIRO, 2011).

O tratamento enzimatico foi realizado segundo [demento apresentado na tabela
4.1. A faixa de concentragdo do extrato enzimaiepidase foi selecionada com base em

dados da literatura para microfiltracdo de polpasfrdtas ricas em pectina (VAILLANT,
2001).

Tabela 4.1 Planejamento experimental para analise de vidadsido suco de roméa

Amostras Analise de viscosidade
Suco integral 25°C 30°C 35°C
Suco + 2 mL.k§j de 25°C 30°C 35°C

extrato enzimético*

Suco + 4 mL.kgl de 25°C 30°C 35°C
extrato enziméatico*

Suco + 6 mL.kgl de 25°C 30°C 35°C
extrato enziméatico*

*Tratamento com extrato enzimatico Rapidase (cawdarde enzimatica igual a 950,53 Ul.fjLpor
30 minutos a 35 °C.

A viscosidade das amostras foi determinada emdatal, em rebmetro Haake Mars
(Modular Advanced Rheometer System) com sensardeitio (Cilindro DG41Ti) e taxa de
cisalhamento de 0,007 600 &. A temperatura foi definida na faixa de operadgiza do
processo de microfiltracdo de sucos de frutas enge ém conta as caracteristicas termolabeis
dos compostos antioxidantes.
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4.4.1.1 Tratamento matematico dos dados

Os dados de viscosidade aparente em funcao da remaeforam ajustados pela
equacao de Arrhenius (Equacgédo 4.1) usando-se admél® regressao linear. A ordem de
grandeza do parametro Ea avalia a sensibilidadeistasidade em relacdo a variacdo da
temperatura (FOX & McDONALD, 2001).

-Ea
H = ,uoe R ceieeeiinenn(EQ.4.1)

onde:

M- viscosidade (cP);

Ea - energia de ativacao (J.mMpl

R - constante do gés ideal (8,314472 Jmoh);
T - temperatura absoluta (K).

O comportamento reoldégico do suco nas condicOesiselhdas para este trabalho foi

analisado pelo modelo de poténcia (Equacao 4.2).

onde:

T - tensdo de cisalhamento (Pa);
K — indice de consisténcia (P3;s
dv/dy - taxa de deformacac's

n — indice de comportamento do fluido (adimensiponal

4.4.2 Despolpamento da roméa

Os arilos foram manualmente separados dos frujeds Aeparacédo, os mesmos foram
processados na despolpadeira horizontal marca tegnmodelo Bonina 0,25 df, com o
objetivo de se separar o suco das sementes (MdgixaO suco obtido foi mantido a -20 °C

até sua utilizac@o nos processos estudados.
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Figura 4.3. Despolpamento da roma

4.4.3 Filtragdo em malha

O suco integral de romé foi filtrado em malha casnogidade de 150m (Figura 4.4)

para sua utilizacdo nos processos de membranaseencapsulagéo pepray drying

Figura 4.4. Malha de 150m utilizada na etapa de filtrag&do

4.4.4 Processos de microfiltracdo e concentracdo em mands e de secagem por spray
drying

A partir do suco extraido dos arilos separados mlamente dos frutos da roma,
diferentes processos foram conduzidos para a diete produtos com elevados teores de

antocianinas, conforme apresentado no fluxograraxalgFigura 4.5).
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[ Despolpamento ]

manual
|

[ Obtencgio do suco ]

[ Filtracao .em. malha ]

—[ Microfiltracdo }

Osmose inversa ]

L e s

—[ Teste das formulagées J

|:{- Spray drying ]

Figura 4.5. Fluxograma representativo das etapas dos pracpasa obtencéo de produtos a partir do
suco de roma

4.4.4.1 Microencapsulacao por spray drying

Foi utilizado ospray dryerda marca Buchii, modelo B190, com atomizador @e bi
(Figura 4.6). As temperaturas de entrada do aedagem variaram de 160 °C a 170 °C e as
temperaturas de saida do ar de secagem variar@hdea 93 °C. O produto em p6 coletado
foi acondicionado em embalagens seladas a vacumaés foram mantidas sob refrigeracéo a

4 °C até o momento da andlise de antocianinas.
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Figura 4.6. Spray dryerda marca Buchii, modelo B190

O rendimento (R) do processo de microencapsulagéamafculado pela Equacéo 4.3,
sendo os resultados expressos em porcentagem.

onde:
M - massa de p6 seco (M);
ST - quantidade de sdlidos totais da solucao aliadena.

4.4.4.1.1Avaliacdo da influéncia dos agentes encapsulantes
As formulagbes contendo o0s agentes encapsulantesn f@reparadas seguindo

planejamento de mistura. Os agentes encapsulailieados foram goma arabica instantanea
(VETEC), amido modificado (Cap$UIAKY-0800, National Starch) e maltodextrina DE5
(Globé® 1805, Corn Products Brasil) (Tabela 4.2). O pexcgrtotal de agente encapsulante
utilizado em cada formulacao foi igual ao teor diédss soltveis do suco de roma.
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Tabela 4.2 Planejamento de mistura utilizado para preparmdterial encapsulante

Encapsulante*

Amostra 1 Capsul

Amostra 2 maltodextrina

Amostra 3 goma arabica

Amostra 4 Capsul + maltodextrina (1:1)

Amostra 5 goma arabica + Capsul (1:1)

Amostra 6 goma arabica + maltodextrina

(1:1)
Amostra 7** Ponto central:Capsul +
maltodextrina + goma arabica
(1:1:1)

* todas as formulac6es foram preparadas na propdrdd(m/m) suco de roméd/encapsulante;
**amostra preparada em triplicata, para a estiaadb erro

O planejamento experimental do tipo simplex cedadioi usado para andlise dos
resultados obtidos para os diferentes agentes smeapes. De acordo com esta metodologia
foram conduzidos experimentos com 7 misturas deposipdes diferentes: 3 experimentos
com componentes puros, correspondentes aos expémsnéocalizados nos vértices do
diagrama, 3 experimentos de misturas binariasespondente ao ponto médio das arestas e
um ponto central, centréide do diagrama. Foranage#m triplicatas no ponto central, para
avaliar o erro associado ao modelo. Os processosedagem enspray dryer foram

conduzidos em duplicata para cada formulacéo detatia.

4.4.4.2 Microfiltracdo (MF)

Para os ensaios de microfiltracdo, o sistema dddifigienizado com agua destilada
e solucdo 2,5 % de NaOH. Essa solugéo foi recdeufgelo sistema por 20 minutos. Apos
esse tempo, aplicou-se durante 10 minutos umadweks 0,5 bar para a limpeza dos poros
da membrana. A seguir, retirou-se a solucdo deelbape recirculou-se agua filtrada até o
permeado atingir pH em torno de 7,0.

A permeabilidade hidraulica do modulo foi determdiaglotando-se os dados de fluxo
de agua versus gradiente de pressao. Este respiadhite avaliar a eficiéncia da etapa de
limpeza da membrana. Para esta etapa foi utiliagda destilada e o fluxo foi determinado

nas pressoes de 2,0; 3,0; e 4,5 bar.
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O processo de MF do suco de roma foi conduzidoa23C e pressao de 2,5 bar em
um sistema de 18 membranas poliméricas (polifleodet vinilideno) de 0,1H5m em série
com configuracdo quadros e placas e area filtremiét de 0,324 f A clarificacdo do suco
foi conduzida em regime de batelada (com recicloediolo para o tanque de alimentacéo e
coleta continua do permeado). O volume de permiadgoedido em intervalos de 5 minutos
para o célculo do fluxo de permeado e do fatoredegéo volumétrica (FRV). A temperatura

do processamento foi selecionada a partir dos deddsgicos.

4.4.4.3 Osmose Inversa (Ol)

Antes de iniciar o processo de Ol, realizou-se gutouento de limpeza, igual ao da
etapa de MF, sendo em seguida conduzido o tespemaeabilidade hidraulica com agua
destilada. O fluxo permeado foi medido nas pressie 30; 40; 50 e 60 bar, a fim de se
avaliar a eficiéncia do procedimento de limpezan@mbrana.

A concentragdo do suco de roma por Ol foi conduBda um sistema de 24
membranas em série com configuracdo quadros espéadeea filtrante total de 0,43Z.m
pressdo aplicada a membrana foi igual a 60 bameearatura de 25 °C = 2. O volume de
permeado e a concentragdo de sélidos soluveis {8&1iix) foram medidos em intervalos de
30 minutos para o calculo do fluxo de permeado eF@b (fator de concentracao),
respectivamente. A temperatura do processamentosdi@cionada a partir dos dados

reologicos.

4.5 Etapa analitica

4.5.1 Analise de acucares por CLAE

A etapa de extracdo dos acgucares (frutose, glieosacarose) foi feita segundo
metodologia descrita por Macrae (1998), utilizasdodl g de suco de roma em baldo
volumétrico de 20 mL com 10 mL de agua ultrapuadia, sendo a amostra submetida a
banho ultrassom por 20 minutos. Em seguida adicks®5 mL de acetonitrila ao baldo
volumétrico contendo a amostra e avolumou-se o mesom agua ultrapurificada. Por
altimo filtrou-se a solugdo em papel de filtro thr@ente para oial de 1,5 mL do injetor
automatico.

A analise por CLAE foi realizada utilizando-se unomatégrafo de alta eficiéncia
Water§ Alliance 2695, detector de indice de refracdo Vgat2410, coluna amino Zorb&x
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Carbohydrate da Agilent (250 mm x 4,6 mm; 5 umjxdl de 1,0 mL.mih volume de injecao
de 20 pL e modo de eluicdo isocratico com solué&® Acetonitrila em agua.

Para o preparo da solucéao padréo, pesou-se 0,d2xgda padréo analitico para um
mesmo baldo volumétrico de 25 mL, avolumando-see emih seguida com &agua
ultrapurificada.

A quantificacdo dos acUcares foi realizada por @@dacdo externa através da

construcdo de uma curva analitica a partir degdiks da solucdo padrao preparada.

4.5.2 Analise de acido ascorbico por CLAE

Para a etapa de extracdo, pesou-se 2,5 g de suconde integral em balédo
volumétrico de 25 mL, adicionou-se 10 mL de acidtfusico 0,05 M, seguindo-se para
extragdo em banho ultrassom por 10 minutos. Posteente avolumou-se o baldo com écido
sulfarico 0,05 mol.L* e filtrou-se a solucéo diretamente paraia de 1,5 mL do injetor
automatico. Na analise cromatogréfica utilizou-seatomatdgrafo de alta eficiencia Wafers
Alliance 2695, detector de arranjo de fotodiodostah 2996, coluna de troca ibnica
Aminex® HPX-87H da Bio-Rad, fluxo de 0,7 mL.minvolume de injecdo de 20 pL e modo
de eluicdo isocratico com acido sulfarico diluigo®OM (ROSA, 2005).

Para o preparo da solucdo padrdo, pesou-se 25 npadiéo analitico para baldo
volumétrico ambar de 25 mL, avolumando-se esteegjuida com solucdo de acido sulfdrico
0,05 M.

A quantificacdo da acido ascérbico foi realizada padronizacdo externa através da

construcdo de uma curva analitica a partir degdiks da solucdo padréao preparada.

4.5.3 Analise de punicalagina e acido elagico por CLAE

A etapa de extracao foi feita segundo metodologi&rita por Kim e Lee (2002). A
extragcdo foi realizada a partir de 1 g de sucootedrintegral, com uma solugéo de 80 %
metanol em &gua, sendo a amostra submetida emdaeguietapas de sonificacdo e
centrifugacdo. Repetiu-se mais trés vezes este mpsmedimento de lavagem da amostra
com a solucdo 80 % metanol em agua.

A andlise cromatogréfica foi conduzida em cromatfigtiquido de alta eficiéncia da
Waters modelo Allian¢e2690/5 com detector de arranjo de fotodiodos (DA®) coluna
Thermd Scientific Gg (100 mm x 4,6 mm; 2,4 pm), com temperatura dodam0 °C,

volume de injecdo de 20 pL, fluxo de 1,0 mL.thifase mével em modo de eluicéo gradiente
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composta por solugdes de acetonitrila (solucdo 8¢ & % &cido formico em &gua (solugéo
B) (Tabela 4.3), com determinacao da absorvan2g0anm.

Tabela 4.3 Gradiente de eluicdo utilizado para andlise decalagina e acido elagico

Tempo (minutos) % Solvente A (acetonitrila) % Solvate B (1%
acido férmico em agua)
0 3 97
5 5 95
10 15 85
16 30 70
18 3 97
25 3 97

4.5.4 Modificagdo do método cromatografico para analigeaghtocianinas

Visando reduzir o tempo da andlise das antociarseas comprometer a separagao
dos analitos, foram realizadas modificacbes no deétwomatografico descrito na literatura
por Santiago et al. (2010). O metanol foi substidyjor acetonitrila e, para maior preservacao
do equipamento, a quantidade de acido utilizadfase moével foi reduzida de 10% para 5%
(Tabela 4.4). Adicionalmente, a coluna Symnietdys (150 x 4,6 mm; 3,5im) normalmente
utilizada neste tipo de separacéo foi substituéda goluna ThernfdScientific Gg (100 x 4,6

mm; 2,4um) sendo esta, uma coluna com fase estacionaripasienpor particulas menores.

Tabela 4.4 Condi¢des cromatograficas

Método padronizado* Método modificado
Coluna Symmetry Cyg (150 x Thermo Scientific G
4,6mm; 3,pm) (100 x 4,6 mm; 2,44m)
Temperatura 30°C 40°C
Fase movel Solvente A: 10% Acido  ggjvente A: 5% Acido
formico em agua; férmico em agua;

Solvente B: Metanol Solvente B: Acetonitrila

Fluxo 1,0 mL mirt 1,0 mL min'
* Santiago et al. (2010)
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O gradiente de elui¢do utilizado no método modificasta ilustrado na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 Gradiente de elui¢ao utilizado para analise decéminas (método modificado)

Tempo (minutos) % Solvente A (acetonitrila) % Solvate B
(5%acido férmico em
agua)
0 5 95
2 7 93
10 10 90
12 5 95
14 5 95

4.5.5 Caracterizacdo das antocianinas do suco de roméa

Realizou-se a caracterizacdo das antocianinas npesseno suco de roma por
comparacdo do perfil cromatografico com relatos literatura, bem como através da
comparacao dos tempos de retencdo e espectros sVl obtidos para identificagdo dos
mesmos compostos presentes em outros frutos egét@azados no laboratério, nas mesmas
condicOes de analise.

4.5.6 Obtencao dos padrdes de antocianinas

Para o isolamento dos padrbes foram escolhidasizemtrvegetais onde as
antocianinas da roma também estdo presentes (Fg)rélabela 4.6).
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Figura 4.7. Sobreposi¢éo dos cromatogramas da analise deiamittas das matrizes selecionadas
como fontes de padrao

Tabela 4.6 Matrizes utilizadas como fontes de antocianinas

Antocianina Matriz selecionada
Delfinidina-3,5-diglicosideo Jameldo
Cianidina-3,5-diglicosideo Jameléo
Delfinidina-3-glicosideo Jabuticaba
Pelargonidina-3,5-diglicosideo Flor de roméa
Cianidina-3-glicosideo Amora-preta
Pelargonidina-3-glicosideo Morango

As matrizes utilizadas como fontes de antocianfoemm liofilizadas, em liofilizador

Liotop modelo L101 a -40 °C durante 24 horas, a fien se obter um material mais
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concentrado. Para a etapa de liofilizagdo utikizewas cascas do jameldo e da jabuticaba, as
flores integras de roma e os sucos extraidos dtsfinteiros de amora-preta e morango.

Para a extracdo das antocianinas com solucdo @mohetacido férmico (10:90, v/iv),
a partir do material liofilizado, pesou-se 2 g daoatra em quatro tubos de centrifuga com
tampa. A extracdo foi conduzida em banho de ultrasscom posterior centrifugagao
(SANTIAGO et al., 2010). Todo o material sobrenddaobtido com a extracdo foi
concentrado utilizando rotaevaporador a 38 °C derdnhoras. Em seguida, o material
restante do baldo foi submetido a secagem comlag@n de ar comprimido microfiltrado.
Apés esta etapa, o extrato seco foi diluido coml4da solucdo de injecdo 5% de é&cido
férmico em agua: metanol (90:10, v/v) e filtrada pembrana hidrofilica Millek (0,45 pm)

diretamente paraial do injetor automatico do cromatégrafo.

4.5.6.1 Isolamento das antocianinas por CLAE

O isolamento das substancias de interesse foi @Et@cordo com a metodologia
descrita por Gouvéa et al. (2012), pela técnicacrdenatografia liquida acoplada a uma
valvula seletora de colunas com seis canais RheBdyEsta valvula é adaptada para
selecionar canais de saida, ao invés de possieisas, substituindo o papel do tradicional
coletor de fracdes (Figura 4.8). As substanciasggesse sdo coletadas ao eluirem, com a
utilizacéo da valvula seletora comandada pelo swévEmpowet. O controle da coleta das

fracOes € realizado por meio do tempo de retencéo.
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Figura 4.8. Esquema de funcionamento da valvula seletora ldea®
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Para a coleta das fracbes de interesse utilizawtsma Symmetfy Cig (150 x 4,6
mm; 3,5um) & temperatura de 40 °C, fluxo de 1,0 mL:mivolume de injecdo de 50 pL e

modo de eluicdo gradiente com acetonitrila e sol&ea acido férmico em agua (Tabela 4.7).

Tabela 4.7.Gradiente de eluicéo utilizado para coleta dagfra de interesse

Tempo (minutos) % Solvente A (acetonitrila) % Solvate B (5%
acido férmico em agua)
0 5 95
2 5 95
10 10 90
15 13 87
16,5 20 80
18 5 95
20 5 95

4.5.6.2 Concentragdo das antocianinas isoladas

Para a etapa de concentracéo foi utilizada a t@atecextracdo em fase solida, onde
saturou-se um cartucho Sep-Pakg Waters, previamente acondicionado com 10 mL de
metanol, com o extrato antocianico isolado. Em isleglavou-se o cartucho com solucao
aquosa de HCI 0,01 % para remocao de possiveisastozpmais polares presentes, como
acucares e acidos fenolicos. Por ultimo, foramdeklios pigmentos antocianicos retidos no
cartucho com metanol.

Os pigmentos antocianicos eluidos foram secos $a@ko fde ar comprimido
microfiltrado e ressuspensos com solucdo 5% addoi€o em agua: metanol (90:10, v/v)
em baldo volumétrico ambar de 5 mL. Cada um dom@igos foi entdo analisado no
cromatégrafo liquido a fim de se avaliar a sua yau@ravés da obtengcdo do seu percentual
de area a 520 nm, comprimento de onda este utilinacandlise de antocianinas. As purezas
dos compostos isolados também foram verificada2&me 360 nm, uma vez que nesses
comprimentos de onda ocorre a absorcdo de outrospasios que podem causar
interferéncia, como outros compostos fendlicos &I SAONA e WROSLTAD, 1999).

4.5.6.3 Confirmacao por espectrometria de massas

As antocianinas isoladas foram identificadas w@iido-se espectrometro de massa de
alta resolucdo Waters Syn8S| QTof com injecdo direta (Figura 4.9). A folM& foi de

ionizacdo por electrospray positivo (ESI+) e asdogies utilizadas foram: temperatura da
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fonte igual a 120 °C, gas de dessolvatacg) ¢dm vazdo igual a 12,5 L.mira 500 °C e

energia do capilar fixada em 3,0 kV.

Figura 4.9. Espectrédmetro de massa de alta resolucdo Watrep®

4.5.6.4 Calculo da concentragdo dos padrdes

Para a obtencdo das concentracdes dos padrdoesnuasarinas isoladas foram
coletadas aliquotas das solucfes obtidas apopa @taconcentracdo, tendo sido as mesmas
secas e ressuspensas com solucdo especifica t@escriabela 4.8) para cada analito. A
concentracdo da antocianina correspondente nestagass foi calculada através da lei de
Lambert-Beer, onde foi efetuada a leitura da aldsmia no espectrofotbmetro UV-1800

Shimadzu e sendo o calculo da concentracdo dadsofaito conforme a Equacao 4.4.

IConcentracéo (mg.mLY) = (ABS x MM x f)/ €|................(EqQ.4.4)

onde:

ABS - Absorvancia,;

MM - Massa molar;

f - Fator de diluicédo

€ - Coeficiente de extin¢cdo molar (L.mol.¢m

O coeficiente de extingdo moldat)(de cada antocianina é apresentado na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 Absorcdo maximalj, solucdo especifica e absortividade molar de eattzcianina da roma.

Antocianinas A (nm) Solucéo especifica  Absortividade molar
Delfinidina-3,5- 520 1 % HCl em MeOH 40368*
diglicosideo
Cianidina-3,5- 508.5 1 % HCl em MeOH 35000**
diglicosideo
Delfinidina-3- 543 1 % HCl em MeOH 29000**
glicosideo
Pelargonidina-3,5- 510 1 %HCI em MeOH 32360**
diglicosideo
Cianidina-3- 530 1 % HCl em MeOH 34300**
glicosideo
Pelargonidina-3- 496 1 % HCl em HO 31620**
glicosideo

*Absortividade molar calculada por espectrofotometom um padrédo comercial desta antocianina, daama
Chromadex.** Fonte: GIUSTI, RODRIGUEZ-SAONA e WROLAD (1999).

4.5.6.5 Elaboracao das curvas analiticas

Com o valor da concentracdo conhecido, foi posgiveparar, por diluicdo, outros
pontos para construcdo da curva de calibracdo, wadaom volume final de 200L. As
solugdes foram injetadas sob as mesmas condi¢coemirgraficas descritas no item 4.5.4,
sendo a curva analitica feita a partir dos valdeesoncentragdo em funcao da area dos picos.
Para a escolha destes valores, um extrato antoci@fitido a partir de suco de roma foi
previamente injetado e observando-se a area olitidppssivel escolher concentracdes do
padrdo que dariam areas superiores e inferiorsteavalor, englobando assim a concentragédo
da amostra na curva. Cada solucao da curva faadgeem triplicata.

4.5.7 Analise das antocianinas por CLAE

Para a andlise das antocianinas pesou-se 1 g dstrarpara extracdo com solucéo
acido formico:metanol (10:90, v/v) em banho deasisom, com posterior centrifugacédo até
descoloracédo da solugcdo (SANTIAGO et al., 2010). d8guida, secou-se uma aliquota do
extrato com ar comprimido microfiltrado, sendo asma ressuspensa em solugédo 5% &cido
férmico: metanol (90: 10, v/v) para analise crorgedfica. As analises foram realizadas em
triplicata. No desenvolvimento da analise cromatfiga utilizou-se um cromatografo de alta
eficiéncia Waters Alliande 2695, detector de arranjo de fotodiodos Waterss2@8luna
Therm& Scientific Gg (100 mm x 4,6 mm; 2,4 pm) e modo de eluicdo gradieom
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acetonitrila e solugdo 5 % acido férmico em aguaquantificacdo das antocianinas foi

realizada por padronizagdo externa, a partir deasude calibragdo feitas com padrbes
analiticos isolados e confirmados pelo espectr@maér massas de alta resolucdo Waters
Synapf ESI-qTOF segundo metodologia descrita por Gouvéh €012).

4.6 Avaliacao estatistica

As avaliacdes estatisticas realizadas neste tliathm feitas através da Analise de
Variancia (ANOVA one-way) seguida pelo teste de éyukOs valores de p<0,05 foram
considerados significativos. As avaliacdes foraalizadas pelo software XLSTAT versao
2014.

4.7 Avaliacédo da estabilidade dos produtos obtidos

Devido a quantidade insuficiente de matéria-prina@aprealizacdo do estudo de
estabilidade, foram processados frutos de uma cerirassa enviada pela Fazenda Boa Fruta,
seguindo as mesmas etapas de caracterizacdo eganoemto nas condicdes ja definidas e
utilizadas para o primeiro lote.

Avaliou-se a estabilidade das microcdpsulas (pmédat po), do suco clarificado e do
suco concentrado quanto a concentragcdo de antoaggnia cor e as condi¢des
microbiolégicas.

O produto em po6 foi acondicionado em embalagemidi® wom tampa, coberta por
papel laminado, e armazenado em uma camara incebad®5 °C (Figura 4.10). A
estabilidade deste produto foi avaliada em intesvale 30 dias por um periodo de 4 meses.
Foram separados 5 frascos (tempo 0 ao tempo 4)cpdeaumas das andlises (CLAE, cor e
microbiologia).

Figura 4.10. Microcapsulas acondicionadas para estudo deiladtale

Os produtos liquidos também foram acondicionadoseerhalagem de vidro com
tampa, coberta por papel laminado, e mantidos amnaaos sob refrigeragéo a 4°C (Figura
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4.11). O estudo de estabilidade destas amostrasofluzido durante 2 meses. Foram
separados 3 frascos (tempo O ao tempo 2) para wada das andlises (CLAE, cor e

microbiologia).

Figura 4.11 Sucos acondicionados para estudo de estabilidade

4.7.1 Estabilidade das antocianinas

Foram realizadas analises por Cromatografia LiquddaAlta Eficiéncia, como
descrito anteriormente, para quantificacdo dascamtmas presentes nas amostras estudadas.

4.7.2 Estabilidade da cor

A andlise de cor dos produtos foi realizada de dacaom as recomendacgbes do
Commission International de I'Eclairage (1978), deeras amostras dispostas em cubeta de
guartzo de 10 mm. A analise foi realizada no apar€lolor Quest XE, em escala CIELAB e
CIELCh, com abertura de 0,375 mm de diametro, daminante D65/10. Os parametros de
cor medidos foram:

L* = luminosidade (0 = preto e 100 = branco);

a* (-80 até zero = verde, do zero ao +100 = vern)elh

b* (-100 até zero = azul, do zero ao +70 = amayelo)

C* chroma= (a *2 + b *2)1/2 em um sistema de cooadfas polares;

h° &angulo hue = arctan (b*/a*) em um sistema dedmuadas polares.
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4.7.3 Estabilidade microbioldgica

Para as analises microbiolégicas foram utilizadsesparametros do Regulamento
Técnico Sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimsmta ANVISA (BRASIL, 2001). Para a
avaliacao dos produtos, foi considerado o GrupAlmeentos 1 “FRUTAS, PRODUTOS DE
FRUTAS E SIMILARES” que determina a analise de foolhes termotolerantes e
Salmonellaspp. Foi também realizada analiseSiaphylococcusoagulase positiva a fim de
se avaliar a manipulagdo dos produtos. Para asendi coliformes termotolerantes e
Staphylococcugsoagulase positiva foram empregadas técnicas peectas pela American
Public Health Association (APHA) Compendium for Mibiological Analysis of Foods
(KORNACKI e JOHNSON, 2001; LANCETTE e BENNETT, 200& para a analise de
Salmonellao método ISO 6579:2007. Ainda com o intuito deagaliar a deterioracdo dos
produtos e ndo apenas os patdégenos, foram reaizanagens de fungos filamentosos e

leveduras, segundo metodologia descrita por BeuwcBaiusin (2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O principal apelo de qualidade no suco de rom&asantocianinas presentes em sua
composicao, as quais foram identificadas e quaatiis por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) tanto no suco de roma integro oomos produtos obtidos: suco
clarificado, suco concentrado e microcapsulas o#iro

Estudos analiticos de modificagdo de metodologe, obitencdo de padrbes de
antocianinas e de quantificagdo dos principais astgs fendlicos presentes no suco de roma
foram desenvolvidos com o intuito de identificag@antificar estes analitos nos produtos
obtidos.

Desta forma, o capitulo de resultados e discussidestrito na seguinte sequéncia:
caracterizagéo fisico-quimica do fruto da romdcessamento e técnicas analiticas. Esta
ordem de apresentacdo tem como objetivo facilitantendimento da evolucdo do presente
trabalho que foi utilizar as técnicas analiticaancénfase na analise de antocianinas por

CLAE, como ferramenta de avaliacao dos produtoslobt partir do suco de roma.

5.1 Caracterizagao fisico-quimica

Na Tabela 5.1 encontram-se os valores dos parasrigtrco-quimicos avaliados para
os dois lotes de frutos de roma recebidos. Comereado nessa tabela, a andlise de fibra e o
calculo de valor calorico foram realizados apera® @ suco do segundo lote de matéria-
prima devido a ndo disponibilidade das mesmas @bivos de terem sido implementadas no
Laboratério de Fisico-quimica da Embrapa Agroinddisie Alimentos posteriormente ao

periodo de recebimento dos primeiros frutos.
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Tabela 5.1 Parametros fisico-quimicos dos frutos de roma

Frutos - 1° lote Frutos - 2° lote Santos etal. Al-Maiman e
(2010) Ahmad (2002)

Soélidos solaveis (°Brix) 14,90+ 0,206 14,70 £+ 0,06 12,89 +0,0 16,3+ 0,19

pH 3,44+0,02  3,42+0,0f 3,54 + 0,02 3,48 +0,11
Acidez (g.100g)* 0,88+0,0f 0,57 +0,0F NR NR
Umidade (g.100d) 77,25+0,0f 7437+00f 7393+052  83,79+0,22
Cinzas (g.100d) 0,85+0,06 0,90 0,06 0,46 + 0,01 0,45 + 0,02
Proteina (g.100d) 0,69+0,00 1,26 +0,08 1,48 + 0,25 1,05 + 0,09
Extrato etéreo (g.100d) 1,06 + 0,03 0,90 + 0,00 NR NR
Fibra alimentar (g.100g") NR 7,93 2,43 +0,07 NR
Carboidrato (g.100g%) NR 14,64 NR NR
Valor calérico (kcal.100g%) NR 71,70 NR NR

*Acidez expressa em g de acido citrico.100dg suco. NR.: N&o realizada. Médias com diferentes

letras em cada linha indicam diferenca signifiG(p<0,05).

Embora os valores encontrados para os dois lotalkados sejam préximos, com
excecdo da acidez e proteina, e se encontrem daatfaixa esperada para este tipo de
matéria-prima, todos (exceto pH e cinzas) apresantdiferenca significativa {®,05) entre
si. As diferencas encontradas séo atribuidas ealtst frutos serem de diferentes lotes.

A variacdo da acidez pode ser um indicativo derglifga no estadio de maturacao
entre os frutos avaliados, ja que a acidez deceradeincdo do avanco da maturacao.

Os valores de solidos soluveis para ambos os tetebidos podem ser considerados
altos, principalmente quando comparados aos desofrirtos como o da acerola (9,17 °Brix)
reportado por Pagani (2010) e o da amora (5,2%PRrialiado por Santiago (2010). Estes
resultados indicam que o fruto da romé produzidsemiarido brasileiro € apropriado para
processo de secagem por atomizacdo, uma vez qtee tipgs de operacdo o aumento da
concentracdo de solidos na alimentacdo favoredii@neia do processo. Segundo Masters

(1979), devido a necessidade de evaporacdo em tm espaco de tempo, spray dryer
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deve operar com 0 maximo teor de sélidos posgpesisibilitando uma utilizacdo adequada
do calor, com menor gasto energético.

Porém os acucares presentes no suco de roma indicacessidade de adicdo de
ingredientes encapsulantes para sua protecéo téduiante a secagem apray dryer

Santos et al. (2010) e Al-Maiman e Ahmad (20@%)ortaram para o fruto de roma
valores de alguns parametros fisico-quimicos (sslgbliveis, pH e umidade) préximos aos
encontrados no presente trabalho (tabela 5.1).

Tehranifar et al. (2010) encontraram para difeentdtivares de roma teor de sélidos
sollveis variando de 11,37 a 15,07 °Brix, valoregpH de 3,16 a 4,09 e acidez total entre
0,33 a 2,44 ¢g.100 valores estes que também englobam os resultadmesente trabalho.

As diferencas encontradas ndo sO entre os dois botaliados, mas também em
relacdo aos dados reportados na literatura, sdarpara produtos vegetais, uma vez que a
composicdo destes sofre interferéncias de varioanmros externos, como condi¢cdes
climaticas, solo, técnicas de producao, etc.

5.2 Processamento

5.2.1 Despolpamento da roma

Na Tabela 5.2apresenta-se o balanco de massa da etapa de @eseotp do fruto,
no qual foi possivel estimar um rendimento de 43%saco, em relacdo a alimentacao. Foi
possivel observar ainda que os arilos representa@¥mdo fruto enquanto a casca 42%. Nos
arilos, 75% dos mesmos correspondem ao suco, eieqos25% restantes compreendem as

sementes.

Tabela 5.2 Balanco de massa da etapa de despolpamento da rom

Alimentacéo Casca Arilos Suco Sementes
(roma fruta) (suco + semente)
Massa 109 kg 46 kg 63 kg 47 kg 16 kg

5.2.2 Avaliagdo de pré-tratamento para o suco de roma

N&o foi possivel conduzir os testes de microfifia@ partir do suco integral. Neste

caso, ocorreu um entupimento no sistema de mensram@strando a necessidade de
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submeter 0 suco a algum tratamento para viabifear escoamento através da membrana
selecionada (Figura 5.1). Para tanto, dois procextios foram testados: a utilizagcdo de

enzimas e a filtracdo em tela de nailon de 1’50

Figura 5.1. Entupimento das membranas do sistema de micagfilb ocasionado pela passagem do suco
integral de roma

Os resultados da andlise de viscosidade, tanto utm s$ntegral quanto dos
hidrolisados, ndo foram repetitivos. Esta dificadldapode ter ocorrido devido ao atrito
ocasionado no sensor do reémetro pelas particatasuspensdo presentes nas amostras,
resultando em valores muito heterogéneos. Entetémitobservada uma redugcdo média de
11% na viscosidade, ao se comparar os valoresoghp@ara o suco filtrado ndo hidrolisado e
o suco filtrado submetido a etapa enzimatica (Ridgu2).

T=35°C (100sY)

2,5 -

1,5 -

Viscosidade (cP)

0,5

Suco ndo 1901 Ul 3802 Ul 5703 Ul
hidrolisado

Figura 5.2. Efeito do tratamento enzimatico sobre a visca@dio suco de roma:
T= 35 °C e taxa de deformacédo = 100 s
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Foi possivel observar uma reducédo ndo muito aceatna viscosidade do suco, com
0 aumento da temperatura nos ensaios realizadgsréFb.3) para todas as amostras. Esta
observacdo é confirmada a partir dos valores degiende ativacdo (Ea) estimados pela
equacao de Arrhenius (Tabela 5.3). Esta equacéapiosada aos valores de viscosidade
aparente em funcao do inverso da temperatura pesa tle deformacao iguais a 7050 &,

100 §* e 600 &. Os valores de coeficiente de determinacad) {f®licam que a equacao
representa um ajuste satisfatorio aos dados expetais. Os valores baixos de energia de
ativacdo (Ea) indicam que a viscosidade do sucmdd filtrado ndo é muito sensivel as
mudancas de temperatura. Faraoni et al. (2013)n&iacam para suco misto de manga,
goiaba e acerola, Ea igual a 11,66 kJumdra taxa de deformacédo de 100 tendo sido
observada uma tendéncia geral de diminuicdo dasidade aparente com o aumento da
temperatura.

A viscosidade de um fluido depende de forcas intézoulares que impedem o
movimento das moléculas e estas forcas por suaes&io relacionadas a extensao dos
espacos intermoleculares, sendo influenciadas poedanta de temperatura e pressao
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1993). Diante disto, a xaiinfluéncia da temperatura na
viscosidade do suco de roma pode estar relaciomadato da amostra ter sido previamente
filtrada, o que removeu as particulas em suspenséwm.ocorre, pois pelos principios
fundamentais da fisica as particulas em suspergdain efeito significativo na variacdo da

viscosidade do material.
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Figura 5.3. Influéncia da temperatura sobre a viscosidadgudo de roma.
Taxa de deformacéo = 10bs
Tabela 5.3— Parametros da Equacao de Arrhenius para o suemdefiltrado
Taxa de deformacad's
Parametros de Arrhenius 50 100 300 600
Ea (J.mo'll) 39,58 39,92 42,11 45,24

R? 0,88 0,99 0,99 0,99

Também foi possivel constatar o decréscimo no wddoviscosidade com o aumento
da taxa de deformacdo, comportamento caracteridéctuido pseudoplastico (Figura 5.4).
Esta caracteristica foi confirmada pelo modelo dada Poténcia (modelo de Ostwald-de-
Waelle) aplicado para o suco de roma filtrado,teagperaturas de 25, 30 e 35 °C, a partir de
um ajuste linear aplicado aos dados experimentais.

O indice de comportamento (n) inferior a 1 (TaleW) indica um comportamento
nao-Newtoniano com caracteristicas pseudoplasticgee € um comportamento comumente
observado para sucos de fruta (OLIVEIRA, ROSSI &kBA®S, 2011). Foi possivel observar
que este parametro nao variou consideravelmenteccanmento da temperatura. Segundo
Vasques (2003) o valor de n decresce com o aundentontetdo de soélidos insoluveis sendo
pouco afetado pela temperatura, o que da respasloesultados encontrados no presente
trabalho, dado que o suco foi previamente filtrado.
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O indice de consisténcia (K) do suco filtrado tamb#o teve variacéo significativa
com o aumento da temperatura, o que corroboralosegabaixos encontrados de energia de
ativacado pelo modelo de Arrhenius. Os valores [saer@ontrados para K também podem ser
relacionados ao baixo teor de sélidos insoluveiardastra. Oliveira, Rossi e Barros (2011)
encontraram para polpa de gabiroba valores de K aartemperaturas de 25, 30 e 35 °C,
iguais a 6,09, 4,66 e 3,31 Pamespectivamente. Para suco de amora-preta tratado400
mL.kg? de enzima Rapidase, Santiago (2010) observouesalde indice de consisténcia
iguais a 0,09, 0,08 e 0,09 Pa.gambém para as temperaturas de 25, 30 e 35 °C,

respectivamente.

Tabela 5.4— Parametros do modelo da Lei da Poténcia em éutlgdemperatura para o suco de roma filtrado

Temperatura n K(Pa)s
25°C 0,82 0,0053
30°C 0,81 0,0050
35°C 0,78 0,0053
T=35°C
3 -
2,75 - ¢ 1901UI
X
2 25 - [ = 3802 Ul
3z X
S 2,25 1 X 5703 Ul
g & A X X %
£ 7 & X Suco ndo
8 . hidrolisado
1,75
1,5 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Taxa de deformacdo (1/s)

Figura 5.4. Influéncia da taxa de deformagé&o sobre a visedgidio suco de roma filtrado.

De acordo com os resultados obtidos, observa-sa gtegpa de filtracéo foi suficiente

para reduzir a viscosidade de forma satisfatonia panduzir o processo de microfiltracdo por
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membranas. A microfiltracdo do suco de amora-phédeolisado foi realizado no mesmo
sistema para suspensdes com viscosidade da ordéroRipara taxa de deformacédo de 100s
(SANTIAGO, 2010), valor este superior a viscosidaiida para o suco de roma apenas
fitrado em malha de 15(m. Paula et al(2002) encontraram para suco de maracuja tratado
enzimaticamente viscosidade aparente igual a #88ando o0 mesmo submetido ao processo

de microfiltracdo por membranas.

5.2.2.1 Filtragdo em malha

A etapa de filtracdo em malha de 350 removeu os soélidos em suspensao e reduziu
a viscosidade dos sucos viabilizando tecnicameeta@a de clarificacdo por microfiltracao.
Mirsaeedghazl et al. (2010) também indicaram aparfdgacdo do suco de roma como pré-
tratamento ao processo de separagdo por membssTak) possivel assim a conducgdo da
clarificagcdo do mesmo. Como apresentado na tab®lapbde-se observar que a perda em
massa na etapa de filtracao foi inferior a 2%, cueesponde a massa de bagaco retida na

malha (Figura 5.5).

Tabela 5.5 Balango de massa da etapa de filtragdo em malsaab

Amostra Suco integral Suco filtrado Tortafl a
filtrac&o
Massa (kg) 13,00 12,87 0,23

Figura 5.5. Torta obtida durante etapa de filtracdo do scoodha integral.

5.2.3 Microencapsulagéo do suco de roma por spray drying

Para todos os ensaios, foi obtido cerca de 15myathito em po a partir de 100 mL de
suco formulado contendo 30 g de soélidos totaisue ipdica um rendimento de 50% do
processo. Pagani (2010) obteve rendimentos entre e2434% no processo de
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microencapsulacdo de diferentes formulagbes de decacerola, maltodextrina e goma
arabica.

Foi possivel recuperar o p6 das paredes e do caletequipamento (Figura 5.6) para
todas as formulacbes testadas, e mais facilment& @& que continham goma em sua
composicdo. Vardin e Yasar (2012) tiveram muitosbf@mas durante o processo de
microencapsulacdo do suco de roméa por atomizagé&antdo somente maltodextrina como
agente carreador, tendo que interromper o prockssecagem em varios momentos devido a
dificuldade de se remover o excesso de depositmafdo pelo material processado nas
paredes do equipamento. Segundo Maisuthisakul @08qP012) o agente de secagem goma
ardbica é reconhecido por sua alta eficiéncia dapsulacdo, fato também observado nos

testes realizados no presente trabalho.

Figura 5.6. Produto em p6 obtido a partir do processo deaeimapsulacao do suco de romaspmay
dryer

5.2.4 Microfiltracdo (MF)

O fator de reducdo volumétrica (FRV), que é dada paacdo entre o volume (ou
massa) de alimentacdo e o volume (ou massa) dioreticancado apés 70 minutos de
processamento, em modo de concentracdo, foi déTapkla 5.6 e Figura 5.7). Pallet et al.
(2005) reportaram valores para 0 FRV entre 2 er8 géderentes sucos de frutas brasileiras

previamente hidrolisados.
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Tabela 5.6 Balanco de massa da etapa de microfiltracdado de roma filtrado em malha de 158

Corrente Alimentacdo (suco  Permeado Retido FRV
de roma)
Massa (kg) 11,172 6,468 4,701 2,4
30 - - 2,50
L 4
L 4
> o * - 2,00
[ | L
20 u ¢
[ | L
n [ ] ‘ - 1,50
& [ |
£ 15 o * d - - =
- ¢ L
= PN HE g B B - 1,00
= 10 -
- 0,50
05 7 H) @¢FRV
00 T T T T T T T 0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo de Processo (minutos)

Figura 5.7. Comportamento do fluxo permeado e evolucdo dw th reducdo volumétrica (FRV) durante o

processamento, por microfiltragdo, do suco de rgm&jiamente submetido a filtragcdo em mai&aa50 um.

A Figura 5.7 também apresenta o comportamento wm fpermeado ao longo do
processo de microfiltracdo do suco de roma previdéenéltrado em malha de 150m.
Obteve-se um fluxo médio de 17,1 kg2 e um fluxo maximo de 25,0 kg'm2. A reducéo
continua do fluxo de permeado ao longo do tempe-devao fenémeno denominddaling,

o qual inclui processos como adsorcdo de macromiagqa superficie da membrana ou
dentro dos poros e a formagédo da camada de tertdp snuito comum no processamento de
sucos (GOMES, 2006).

Como esperado, o fluxo permeado apresentou uma nediocdo Nos estagios iniciais
do processo e permaneceu constante ap0s 55 miksiesfen6meno é atribuido ao fato, ja
comprovado em processos de filtragcdo de susperdd@@$endmenos de formagéo de torta e
fouling atingirem o estado estacionario. A reducdo dooflesn 32 %, foi muito inferior aos
dados reportados no trabalho de Mirsaeedghazl .e(2810). Neste, o fluxo maximo
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alcancado para um sistema também de membranasépictside 0,2pm foi de 18 L.H.m2
e o médio alcancado igual a 4 £.m2, o que representa uma reducédo de 78% do fluxo
inicial. O valor elevado de fluxo médio observadom presente trabalho ocorreu muito
provavelmente devido a etapa de filtracdo do satonalha fina (150 um) antes da etapa de
microfiltracdo, o que reduziu a concentracdo defilmo mesmo.

A figura 5.8 ilustra o processo de microfiltracamsilico de roma previamente filtrado

e as fragOes obtidas no mesmo.

Figura 5.8. A: Processo de microfiltragdo do suear@md; B: FragBes do processo de microfiltracdo do
suco de roma: alimentagéo, retido e permeado (@adéicado)

5.2.5 Osmose Inversa (Ol)

O fator de concentracdo (FC) do processo calcybati razao entre as correntes de
retido e de alimentacéo foi igual a 2,3 (TabelaebHgura 5.9). Partiu-se de uma alimentacao
(permeado da microfiltracdo) com 14,0 °Brix, chelpage a um retido com 27,6 °Brix, o que
representa um fator de concentracdo (FC) paracsdbollveis de aproximadamente 2,0,
valor este coerente com o FC calculado na tabéla Matta et al. (2007) realizaram a
concentracdo parsmose inversa do suco de uva, tendo obtido fa&@odcentracdo igual a
1,9 e teor de solidos soluveis de 28,5 °Hbimrante a concentracao de suco de abacaxi, Couto
(2008) obteve FC igual a 2,2 e teor de sélidosveidligual a 24,5 °Brix.

Tabela 5.7 Balango de massa da etapa de osmose inversaadeuoma

Alimentacéo Permeado Retido FC
(suco clarificado)

Processo 6330,1 g 3565,2 g 2764,9 g 2,3
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Figura 5.9. Evolucdo do teor de sélidos sollveis e compontdonéo fluxo de permeado durante o

Como pode ser observado na figura 5.9, foi possibtdr um fluxo apés metade do
processo (90 minutos) igual a 3,3 kinti®. Sipoli e Barros (2011) alcancaram apds 40
minutos do processo de concentracdo de suco deu@gréuxo igual a 4,3 kgim?, sob
pressédo de 40 bar. Este dado indica uma coeréaniaos valores representados na figura

5.10, onde apo6s 40 minutos do processo de concéatdd suco de roma, a 60 bar, o fluxo

medido foi de aproximadamente 5,0 Kini?.

E possivel observar ainda durante o processo deestacio por osmose inversa o
decaimento do fluxo, o qual pode ser atribuidoeadineno conhecido como polarizacao da

concentracdo na superficie da membrana. O mesmpoctamento é reportado em trabalhos

similares da literatura (MATTA et al., 2007).

Nas figuras 5.10 e 5.11 estao ilustrados o proadsssmose inversa do suco de roméa

processamento, por osmose inversa, do suco demgndfiltrado.

e as fracOes obtidas nos dois processos de sepa@ciembrana (MF e Ol).
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Figura 5.11 Fracdes dos processos de microfiltracdo e osmesesa do suco de romé na seguinte ordem:
Alimentacdo MF; Permeado MF; Retido MF; Alimentag3lp Permeado Ol; Retido Ol.

5.3 Técnicas analiticas

5.3.1 Analise de agucares por CLAE

Os sucos de roma, as correntes de alimentacady eefpermeado da microfiltracao, e
as correntes de retido e permeado da osmose inf@e@a avaliados quanto ao teor de

acucares pela técnica de CLAE (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8 Concentragdo em g.108te aclcares nas correntes dos processos de miagsfd e osmose
inversa

Frutose (g.100§  Glicose (g.100g) Sacarose (g.100y

Alimentacdo MF* 7,38 £ 0,19 6,91 + 0,07 ND
Retido MF 7,23+0,21 6,82 + 0,49 ND
Permeado MF** 6,99 +0,0 6,39 + 0,42 ND
Retido Ol 13,5+ 1,21 11,6 £1,12 ND
Permeado Ol ND ND ND

MF.: microfiltracdo; Ol.: osmose inversa; ND.: ndetectado. Médias com diferentes letras em cada

coluna indicam diferenca significativa{@05). * suco filtrado em malha de 150 um; ** alimentag¢do da Ol

Por se tratar de compostos solUveis em agua, @&wcwacao dos agucares, frutose e
glicose, permaneceu igual nas correntes de alip@ntaetido e permeado da microfiltracéo,
fato este comprovado estatisticamente (Tukey),@b). Isto significa que para estas
substancias a membrana atuou como um divisor ge.flu

O suco concentrado por Ol apresentou teor de aggiegroximadamente duas vezes
maior que o do suco clarificado, 0 que ja era esjmeipor ser este um processo que usa
membranas densas, permeando somente agua e ionsncéntracdo de acuUcares foi
proporcional ao fator de concentracao volumétre@ @ encontrado para este processo.

Al-Maiman e Ahmad (2002) encontraram 7,26 g.1bélg glicose no suco de roma e
nao detectaram sacarose no mesmo, 0 que corrobaeswtados encontrados no presente
estudo.

Ressalta-se que todas as fracdes apresentaramnoorpesfil cromatografico, tendo
variado apenas a magnitude dos picos, o que é ngiopal a concentracdo dos analitos
(Figura 5.12).
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Figura 5.12 Cromatograma da analise de agUcares do retipootesso de osmose inversa do suco de
roma (pico 1: frutose; pico 2: glicose).

5.3.2 Analise de acido ascorbico por CLAE

No presente estudo detectou-se &cido ascorbicacw de roma integral por CLAE
através de comparacao com padrdo analitico (Figut&sa 5.16) na concentracdo de 9,33
0,20 mg.100 g para o suco do obtido de frutos do priméte e 8,57 + 0,11 mg.100'gara
0 suco obtido de frutos do segundo lote, sendcs estlores considerados sem diferenca

significativa (Tukey, p0,05).
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Figura 5.13 Cromatograma da analise de acido ascérbico dndricoma integral (pico 1: acido
ascorbico).
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Figura 5.14. Espectro de absorcéo de UV/Vis a 243 nm do pécaaido ascérbico detectado no suco de
roma integral
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Figura 5.15 Cromatograma do padrao analitico comercial ddoaa@scorbico

Figura 5.16. Espectro de absorgdo de UV/Vis a 243 nm do paainabitico comercial de 4cido ascorbico

A andlise de acido ascorbico do suco de roma ialtdgr realizada como parte da
caracterizagdo da matéria-prima, ndo tendo sidbézada nos outros produtos obtidos
(microcdpsulas, suco clarificado e suco concenjrado

Embora alguns autores relatem a baixa concentraigduséncia deste composto no
fruto (MARTI, PEREZ-VICENTE e GARCIA-VIGUERA, 2001SANTOS et al., 2010),
outros indicam justamente o contrario. Tehranifarale (2010) ao avaliarem diferentes
cultivares de roma encontraram concentragcfes di® &scdrbico proximas as do presente
trabalho, variando entre 9,91 a 20,92 mg.7008ntretanto, Dumlu e Gurkan (2007), ao
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estudarem diferentes cultivares de roméa reportacamcentracbes deste composto nas
amostras na faixa de 312 a 1050 mg.100 g

Uma explicacdo para a divergéncia de resultadosiee agcomposicdo da roma é
fortemente dependente do cultivar, da regido decorento, clima, maturidade e praticas de
cultura (HOLCROFT, GIL e KADER, 1998; MELGAREJO &RAES, 2000; HESHI et al.,
2001; OZKAN, 2002). Alem disso, a precisao da téarinalitica utilizada também influencia

diretamente no resultado obtido.

5.3.3 Analise de punicalagina e acido elagico por CLAE

A identificacdo da punicalagina e do &cido elagmo suco de roma integral foi
realizada pela comparacao dos tempos de retendas espectros de absor¢cdo UV/Visivel
dos padr6es comerciais (Figuras 5.17 a 5.19), di@rmoomparacdo com dados da literatura
como os estudos realizados por @ikl (2000) e Cam e il (2010).

T [ T T T s B L e B B By B B By e By B B B
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00
Minutes

Figura 5.17. I: Cromatograma obtido do padrdo comercial degalagina (picos 1 e 2: isbmeros da
punicalgina). Il: Espectro de absorcdo UV/Visiv@leg®nm (em vermelho: espectro do pico 1; em azul:
espectro do pico 2).
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Figura 5.18 Cromatograma obtido do padrdo comercial de agdgico. |I: Espectro de absorcéo
UV/Visivel a 260nm.
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Figura 5.19. I:Cromatograma obtido do extrato do suco de rimt&yral a 260 nm (picos 1 e 2: isdmeros da
punicalagina; pico 3: acido elagico livre). II: Espro de absorcdo UV/Visivel dos isdmeros de plagiaa
e acido elagico a 260 nm (em vermelho: espectrpido 1; em azul: espectro do pico 2; em verdecetsp

do pico 3)

Ainda que presentes em maior concentragcdo nas scascaas membranas que
envolvem os arilos, a punicalagina e o acido etagpcam encontrados no suco de roma do
primeiro lote, como apresentado na tabela 5.9,npaé concentracfes muito inferiores as
obtidas na casca (Punicalagina pico A: 3010 mg-}0Pgnicalagina pico B:7000 mg.108g
Acido elagico: 350 mg.100y. Este resultado indica que quando o suco é obtipartir dos
arilos e nao do fruto inteiro, é esperado uma bedrentracdo destes compostos conforme

ja reportado por Wasila et al. (2013).
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Tabela 5.9 Concentragio em mg.10bde isdmeros de punicalagina e acido elagico no dacoma integral

Punicalagin Punicalagin Acido
a- a- elagico (mg.100g
Pico A (mg.100g) Pico B (mg.1009) D)
Suco de roma 11,81 £ 0,27 22,46 = 0,30 1,44 + 0,08

integral

Cam e H§il (2010) tambéem encontraram elevada concentragdoudicalagina total
igual a 11660 mg.100(somatério das concentracdes dos isémeros) na @esaoma,
indicativo da predominancia deste composto na ads¢auto.

No suco de roma obtido a partir de frutos do 28 ldio foi detectada a presenca de
punicalagina e acido elagico. Este fato ja eraraspeja que houve um maior cuidado na
remocdo dos arilos, havendo assim uma menor trénsia de mesocarpo e
consequentemente de punicalagina e acido elagracopguco extraido.

Os taninos, como a punicalagina, embora tenhammgatebioativo, interferem nas
caracteristicas sensoriais do suco de roma, dexarmbm sabor amargo e indesejado pelas
industrias de bebidas (VARDIN e FENERQ@IOU, 2003). Dependendo do interesse de
aplicacdo esta caracteristica podera ser um fager aonsiderado na elaboracdo de produtos

de roma.

5.3.4 Modificacdo do método cromatografico para a anatiseantocianinas

O desenvolvimento de novas tecnologias utilizadag pa preparacdo da fase
estacionaria com particulas de menor diametro @@ que as convencionais (3}Bn)
possibilitou a reducdo do tempo de corrida de 3a dd minutos (Figuras 5.20 e 5.21).
Ressalta-se que o0 uso da acetonitrila na fase ménelsubstituicdo ao metanol, tornou a
polaridade desta fase mais préoxima a da fase esta@, deixando a primeira mais
competitiva frente a fase estacionaria, aceleraisdon a eluicdo dos analitos.

Métodos por CLAE para analise de antocianinas, conuescrito por Britcet al
(2007), geralmente utilizam colunas C18 (150 mm6&m; 3,5um), resultando em uma
corrida cromatografica mais longa. A busca por a@tomais rapidos, mais econémicos e

eficientes, que gerem menos residuos, esta aundemas Ultimos tempos.
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Figura 5.20. Cromatograma da analise de antocianinas dodaicoma, com metodologia convencional
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Figura 5.21 Cromatograma da analise de antocianinas do sucont&, com metodologia modificada

Foi possivel obter uma resolucdo de 100% para @yédos e 96% para o segundo
pico em relacdo ao terceiro. Este resultado é deraio satisfatorio para uma boa integracéo
dos picos. Nestas condicdes, obteve-se picos nmas, fo que reduz as possibilidades de
haver coeluicao entre eles.

De uma forma geral, as novas condi¢cdes proporaomaeducao de 60% no tempo de
analise, 76% na quantidade de solvente utilizadcoesequentemente, do residuo gerado

sendo, portanto esta uma boa pratica do pontostke téicnico e econdmico (Tabela 5.10).
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Tabela 5.16- Comparacgédo dos impactos entre os métodos ds@déliantocianinas em roma

Tempo de*anélise Volume de Gasto com
(min) solvente utilizago solvente por
por andlise (mL) analise (R$)
Método tradicional 35 4,45 0,08
Método proposto 14 1,05 0,04

*Entende-se por analise uma corrida cromatografica;

**\/olumes de metanol (método antigo) e acetonitfiteétodo novo) calculados com base nos gradiestes d

eluicdo e considerando fluxo de 1,0 mL.thin

***\/alores considerados para célculo (cotacdo TEPMetanol (4 L) - R$70,00; acetonitrila (4 L) —
R$160,00.

5.3.5 Identificacdo das antocianinas da roma

Foi possivel identificar seis antocianinas (detfina-3,5-diglicosideo; cianidina-3,5-
diglicosideo; delfinidina-3-glicosideo; pelargomie8,5-diglicosideo; cianidina-3-glicosideo;
pelargonidin-3-glicosideo) a partir da analise aitografica do suco de roma (Figura 5.22),

sendo estes compostos tipicos deste fruto e qumneionam uma cor vermelha especifica
para o suco.

bt

LA

Mnutes

Figura 5.22 Cromatograma da analise de antocianinas do sucont& (pico 1: delfinidina 3,5 —
diglicosideo; pico 2: cianidina 3,5 — diglicosideao 3: delfinidina 3 — glicosideo; pico 4: pelanidina

3,5 — diglicosideo; pico 5: cianidina 3 — glicosidpico 6: pelargonidina 3 — glicosideo).

Volp et al (2008) associaram as agliconas delfinidina, ciani@ pelargonidina, das
quais sao derivadas as antocianinas encontradasnda aos pigmentos basicos violeta para a
primeira e vermelho para as duas ultimas. Destadprapesar da coloragcdo do suco ser

proveniente da contribuicdo de todas as antocianocw@no observado no perfil mostrado na
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figura 5.22, a antocianina majoritaria € a ciaradi5-diglicosideo havendo, portanto a
predominancia do pigmento vermelho na coloracdsuwm de roma avaliado. O mesmo
perfil antocianico foi também reportado por outmosores (GIL et al., 2000; JAISWAL et al.,
2010).

5.3.6 Obtencéo dos padrbes de antocianinas

5.3.6.1 Isolamento das antocianinas por CLAE

A partir das matrizes escolhidas como fonte dasas@iocianinas presentes no suco de
roma foi possivel separar por CLAE estes compasias elevado grau de pureza a 520 nm
(Figuras 5.23 a 5.28), sendo este 0 mesmo compiantenonda no qual as antocianinas sao
detectadas e quantificadas no método analiticoogtopA pureza dos padrdes isolados a 520

nm, determinada pelo percentual de area dos piadsu de 98 a 99%.
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Minutes

Figura 5.23 Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da deifia-3,5-diglicosideo isolada do fruto de

jamboldo (Pureza = 98%)
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Figura 5.24. Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da diaaid,5-diglicosideo isolada do fruto de

jambolao (Pureza = 99,2%)
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Figura 5.25 Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da deifia-3-glicosideo isolada do fruto de
jabuticaba (Pureza = 98%)
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Figura 5.26. Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da petadina-3,5-diglicosideo isolada da flor de

roma (Pureza = 99,1%)
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Figura 5.27. Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da ciiaai8-glicosideo isolada do fruto de amora-

preta (Pureza = 99,6%)
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Figura 5.28 Cromatograma e espectro UV/Vis a 520 nm da petadina-3-glicosideo isolada do fruto de

T
12,00 14,00

morango (Pureza = 99,9%)

Os valores elevados de pureza obtido nos comproseig onda de 280 e 360 nm para
todos os compostos foram acima de 90%, assegurgqumelondo houve interferentes que
possam ter causado efeitos batocromico (aumenébsiarcéo) ou hipsocromico (reducéo na
absorcao) no espectro de ultravioleta/ visivel llsoecdo, o que interferiria no calculo das

concentracdes dos compostos isolados.

5.3.6.2 Confirmagéo por espectrometria de massas

A técnica de espectrometria de massas de altaug@solpermitiu a identificacdo e
confirmacdo das antocianinas isoladas. A ideatiio foi possivel a partir dos dados da
relacdo m/z de cada ion molecular e de suas fraggies (Tabela 5.11). A comparacédo
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entre as relagbes m/z calculadas e observadaserwominimo entre as mesmas, confirma a

exatiddo do equipamento utilizado.

Tabela 5.11 Identificac@o das antocianinas isoladas por éqpaetria de massa.

Pico &(min) [M]" (m/z) [M]*(m/z) EM/EM EM/EM Antocianina
calculado observado (m/z) (m/z)
calculado observado
1 1,8 627,1561 627,1068 465,1033/465,0720/  Delfinidina-
303,0505 303,0270 3,5-
diglicosideo
2 2,6 611,1561 611,1563 449,1084/449,1129/ Cianidina-3,5-
287,0556 287,0511 diglicosideo
3 2,9 465,1033  465,0720 303,0508 303,0270  Delfiaie8-
glicosideo
4 3,6 595,1662 595,1049 433,1134/433,0876/ Pelargonidina-
271,0606 271,0589 3,5-
diglicosideo
5 4,0 449,1084  449,1129 287,0556 287,0511 Cianiglina
glicosideo
6 54 433,1134  433,0876 271,0606 271,0589 Pelatyani

3-glicosideo

tr - tempo de retencéo; [M]+ (m/z)

das transi¢oes.

- razdo massagaao ion molecular; EM/EM (m/z) - raz8o massagaar

5.3.6.3 Calculo da concentracdo dos padroes

Na tabela 5.12 estdo apresentadas as concentide@asla um dos padrdes isolados

em solucdo 5% acido férmico: metanol (90:10, vbglculadas por espectrofotometria de

UV/Vis, conforme item 4.5.6.4 de Material e Métodos
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Tabela 5.12 Concentracdo dos padrées isolados

Antocianina Concentracdo (mg.5 ML
Delfinidina-3,5-diglicosideo 0,51
Cianidina-3,5-diglicosideo 0,52
Delfinidina-3-glicosideo 0,07
Pelargonidina-3,5-diglicosideo 0,02
Cianidina-3-glicosideo 0,57
Pelargonidina-3-glicosideo 0,03

5.3.6.4 Elaboracéo das curvas analiticas

Curvas analiticas foram construidas a partir da @adocianina isolada, obtendo-se

alta correlacéo (Tabela 5.13).

Tabela 5.13 Dados das curvas analiticas

Antocianina Dados da curva de calibracao Faixa de
concentracao
(ug.mL™)
Equacéo R
Delfinidina-3,5- Y=9,89*106X + 3,45*104 0,999 3,20-102,3
diglicosideo

Cianidina-3,5-diglicosideo Y=8,23*1(°X + 3,00*105 0,989 25,75 — 103,0
Delfinidina-3-glicosideo  Y=1,09*10'X + 3,35*104 0,995 3,25-13,0

Pelargonidina-3,5- Y=4,59*10'X + 4,61*103 0,992 0,27 — 3,58
diglicosideo

Cianidina-3-glicosideo Y=9,55*P8 + 2,65*104 0,998 1,21-21,21

Pelargonidina-3- Y=4,59*10'X + 4,61*103 0,998 0,27 — 2,16
glicosideo

Com os resultados obtidos pode-se observar que @slaeis antocianinas isoladas
podem ser utilizadas como padrdes analiticos, uem que além dos graus de pureza
elevados, todas tiveram a identidade confirmada poa técnica sensivel, tal como a

espectrometria de massa de alta resolugao.

Como descrito por Miller, Schantz e Richling (20B2utilizacdo de padrbes de

antocianinas individuais isolados reflete melhotomtetido absoluto destes compostos em
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solugdo do que a utilizacdo de apenas uma antoaigrara calcular a concentracao por
equivaléncia. Os mesmos autores encontraram maeoess de antocianinas nos frutos de
mirtilo (Vaccinium myrtillusL.) usando na etapa de quantificacdo dos padrikgiduais

isolados do que quando usaram somente o padraariicga-3-glicosideo por equivaléncia.

Desta forma, o método proposto para obtencdo debgmdle antocianinas € uma
ferramenta importante para o controle de qualidiedieebida e outros produtos de roma. Essa
possibilidade de avaliacdo é importante ndo sO pareonsumidores, mas para a industria
como um todo, uma vez que passa a ser uma formzomereender e otimizar alguns

parametros operacionais que poderiam influenciastabilidade de antocianinas.

5.3.7 Analise das antocianinas do suco de roma por CLAE

A partir da analise de antocianinas (principalstade compostos avaliada no presente
estudo) foi possivel avaliar o perfil das mesmast@&as as correntes dos processos, sendo
possivel obter uma resposta em relacéo a qualdtzslprodutos obtidos.

Na tabela 5.14 encontram-se os valores detectagl@tcianinas totais nos sucos
integrais de roméa do primeiro e segundo lotes.

Tabela 5.14 Concentracdo em mg.100de antocianinas totais nos sucos integrais de roma

Antocianinas totaisi{g.100g")
Suco integral — 1° lote 28,3 + 003

Suco integral — 2° lote 5,45 + 0701

Valores referentes & média de triplicatas. Médamn diferentes letras indicam diferenca significativ
(p<0,05).

Foi observada uma diferenca significativa entreoacentracdo de antocianinas dos
dois lotes utilizados no presente trabalho. Istorree provavelmente devido as diferencas
identificadas no estadio de maturacdo dos frutogretanto, estes valores estdo na faixa
reportada por Tehranifar et al. (2010) para as eminacbfes de antocianinas totais em
diferentes cultivares de romé (5,56 a 30,1 mg.1f0 g

Durante o periodo de cultivo das romézeiras dorslmlote, a regido do semiarido
onde se encontra a fazenda fornecedora dos fremfientou uma seca acima dos padrdes
usuais para a regido afetando o adequado desemeold e maturacdo dos mesmos. Sabe-se
ainda que o conteudo de antocianinas no fruto pad&r de acordo com a espécie,

variedade, maturidade, condi¢ges climaticas evaulfMAZZA, 1995). Altas temperaturas
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como foi 0 caso registrado na regido, influenciagativamente na sintese de antocianinas
por parte da planta (SPAYD et al., 2002).

A principal diferenca entre os frutos, conforme @asér observada na Figura 5.29, é a
coloracdo dos arilos, que esta diretamente reladesna concentracdo de antocianinas

presentes nos mesmos.

Figura 5.29. Esquerda: arilos de frutos de roma do segunécclmin baixa concentracéo de antocianinas (5,45

mg.100g"). Direita: arilos dos frutos do primeiro lote comaior concentracéo de antocianinas (28,31mg’00g

5.3.8 Perfil de antocianinas nas correntes do processbltiacdo em malha

Conforme ilustrado na tabela 5.15, a concentragdandocianinas totais na torta da
filtracdo equivalente a 28,22 mg.108. §onsiderando que a massa de torta obtida foi @yua
230 g (Tabela 5.5), estima-se um valor de 0,07 gntiecianinas na mesma, 0 que equivale a
apenas 2% das antocianinas totais presentes nargagoal de roma. Gil (2008) observou
uma perda de antocianinas elevada na etapa déwgatfo conduzida como pré-tratamento
para o processo de microfiltracdo do acai, provawete devido a elevada quantidade de
fibras presente na matriz processada o0 que geraunuguor quantidade de torta (precipitado
da centrifugacdo), tendo encontrado no suco de eeafrifugado apenas 48% das

antocianinas totais presentes no suco integral.
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Tabela 5.15 Concentracdo em mg.Ié®de antocianinas na torta da filtrac&o

Delfinidina- Cianidina- Delfinidina- Pelargonidina Cianidina-3- Pelargonidina-
3,5- 3,5- 3- -3,5- glicosideo 3-glicosideo
diglicosideo  diglicosideo  glicosideo  diglicosideo  (mg.100¢" (mg.100g")
(mg.100¢")  (mg.100g) (mg.100¢")  (mg.1004")
Torta 10,32+0,08 0,33+0,01 ND ND 17,57+0,88 ND
filtracéo
ND.: ndo detectado.

5.3.9 Perfil de antocianinas nas correntes dos procesgoseparacao em membrana

Os resultados da concentracdo de antocianinas waai correntes dos processos de

microfiltracdo (MF) e osmose inversa (Ol) por CLA&0 apresentados na Tabela 5.16.

Tabela 5.16 Concentracdo em mg.100de antocianinas totais nas fracées dos procesdds @Ol

Antocianinas totaisi{g.100 ¢)

Alimentacdo MF 24,36 + 0,56
Retido MF 22,16 + 0,49
Permeado MF 18,83 + 0,64
Retido Ol 43,23 0,10
Permeado Ol ND

ND: ndo detectado. Médias com diferentes letraisamd diferenca significativa §,05).
Retido MF — suco clarificado

Retido Ol — suco concentrado

A partir dos resultados da Tabela 5.16, foi possibservar que o suco clarificado
(corrente de permeado da microfiltracdo) continfma elevada concentracdo de antocianinas
se comparado a corrente de alimentacdo, o queagregnaior valor ao produto obtido. A
fracdo retida também apresentou elevada conceatrdedtes compostos, podendo ser
utilizada na elaboracéo de outros produtos commeigos naturais utilizados na formulagéo
de alimentos ou cosméticos.

Ainda de acordo com a tabela 5.16 foi possivel mbseque houve na Ol
concentracdo das antocianinas e que o processfidieinte na retencdo das mesmas, ja que
nao foram encontrados tais compostos na fraca@egado. O fator de concentracéo (FC)
igual a 2,3 para as antocianinas indica que ndwehdagradacédo destes compostos, ja que 0

fator de concentragao obtido para o processo fieesmo valor.
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A partir do balanco de massa (quantidade de amioeis presentes em cada corrente)
apresentado na tabela 5.17, considerando apenascespo de MF, observa-se uma
degradacdo de 18% de antocianinas totais duramesmo, jaA que 38% das antocianinas
presentes na alimentacdo permaneceram na coreengéidb, enquanto 44% migraram para a
corrente de permeado (suco clarificado), sendo esfgoduto final de interesse deste
processo.

Fischeret al (2011) compararam o teor de antocianinas totdre suco de roma néo
clarificado e suco de roma microfiltrado, e obseawa que o segundo apresentou uma
reducao de 41 % de antocianinas em relacao aoiprin@®mparando-se a influéncia de dois
processos de clarificacdo de suco de romad (mitesfdo e ultrafiltragcdo) em alguns
compostos de interesse, Mirsaeedghazi et al. (28b&)ém concluiram que a microfiltracdo
pode promover menor perda dos componentes nutaisi@nfarmacéuticos do que o processo
de ultrafiltracéo.

Em relacéo ao processo de osmose inversa, fazenaoreesma comparacdo a partir
do balanco de massa (Tabela 5.18) entre as cardateetido e alimentacdo (permeado MF)
deste processo separadamente, observou-se a cetdéncéonteudo total de antocianinas
presentes. Palacio (2008) observou uma perda deefi%ntocianinas durante o processo de
concentracdo por Ol do suco de acai previamentéicddo por MF. Nesse caso, os valores
para o fator de concentracdo foram de 9,7 paraoo de sdlidos soluveis, 8,3 para 0s
compostos fendlicos totais e 4,7 para as anto@ani® maior perda observada de
antocianinas foi atribuida pelo autor as condig@geracionais desfavoraveis, como o baixo
volume do tanque de alimentacdo, o qual pode tatribaido para a entrada de ar e
consequente degradacao das antocianinas.

Comparando-se os dois processos, MF e Ol, de umaafmtegrada, foi possivel
observar que o produto final, neste caso a cormtetido (suco concentrado), apresentou,
aproximadamente, 56% de redug&o das antocianieasries na corrente de alimentacéo da
MF.
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Tabela 5.17 Massa total de antocianina (g) nas diferentesentes dos processos de separacdo em membrana -
Balanco de massa

Antocianinas totaisgj

Alimentacdo MF 2,72
Retido MF 1,04
Permeado MF 1,21
Retido Ol 1,20
Permeado Ol ND

ND.: ndo detectado.

5.3.10 Perfil de antocianinas das microcapsulas

A formulagdo que promoveu um produto em pé com m@tencdo de antocianinas
totais foi a combinacdo de goma arabica e C&ndul), se diferenciando significativamente
de todas as outras (Tabela 5.18). Esta formulag@oqveu percentuais de retencédo para as
antocianinas delfinidina-3,5-diglicosideo, cianai®,5-diglicosideo, delfinidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3- glim®eo e pelargonidina-3-glicosideo, de 53%,
87%, 99%, 65%, 61% e 53%, respectivamente.
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Tabela 5.18 Concentracdo em mg.10Dde antocianinas no suco integral e nos produtogéeabtidos pospray dryingnas formulacdes testadas (base seca)

Delfinidina-3,5- Cianidina-3,5- Delfinidina-3- Pelargonidina-3,5- Cianidina-3- Pelargonidina-3- Totais
diglicosideo diglicosideo glicosideo diglicosideo glicosideo glicosideo (mg.100g")
(mg.100g" (mg.100g) (mg.100g" (mg.100g) (mg.100g" (mg.100g"
Suco 'Qgecgr)a' (base 5, 78+278 65,75 + 2,48 3,25+ 0,01 2,99 + 0,09 33,53+1,10 2,82 + 0,02 159,12
P6 (Suco + capsul) 20,73 +1,00 36,95+ 0,41 2,47+ 0,0%° 1,24 +0,12 13,29+2,28¢ 1,10 + 0,08 75 76
P6 (Suco + 14,61 + 2,09 27,09 + 4,68 1,73+0,18 0,93 + 0,02¢ 11,30 +1,52 0,74 +0,08 564G
maltodextrina) '
Pé6 (Suco + goma) 19,06 + 0,22 51,51 +2,52 2,45+ 0,181 1,92 +0,0% 18,37+1,5%° 1,45 +0,09° 94,76
P6 (Suco + capsul + 70.38%
maltodextrina) 18,76 + 0,61 33,90+1,88¢ 2,27+ 0,19¢ 1,33 +0,24¢ 13,25+1,06° 0,87 +0,04° '
B (i‘;‘;‘;L;)QOma T 27,000,784 57,42+1,17° 3,23+ 0,08" 1,93+0,18 20,43 + 0,58 1,49 £ 0,12 111,68
P6 (Suco + goma + 84 4G54
maltodextrina) 20,72+0,18 41,83 +0,14 2,74+ 1,43 +0,08 16,59 + 0,09 1,18 + 0,09cde ’
0,12+b¢
Pé (Ponto central) 15,80 + 1,42 30,56 + 3,48 1,94+ 0,24° 1,11+0,11 12,47+ 1,3%° 0,93 +0,1%¢ 628F

*Melhor formulagdo.Médias com diferentes letras em cada coluna indaiggnenca significativa (0,05).
Antocianinas totais suco (base seca): 159,12 mg100
Antocianinas totais (melhor formulac&o): 111,60 10§g"
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Tem sido observado que a goma arabica em combimagdenaltodextrina ou amido
modificado permite uma melhor estabilidade e dfici& do processo de revestimento do que
quando o0os mesmos sdo utilizados separadamente (KBXRADE, BHOSALE e
SINGHAL, 2007).

A utilizacdo de produtos em pé obtidos de sucoButa como um ingrediente a ser
adicionado em formulac6es de outros produtos coemadb teor de lipideos, o uso de
Capsuf no processo de secagem ppray dryingpodera ser de mais interesse operacional,
uma vez que este agente é um amido quimicamentiicadd com a incorporacao de grupos
lipofilicos, facilitando a solubilidade do po.

Yousefi, Djoumeh e Mousavi (2011) observaram qgeraa ardbica em combinacdo
com a maltodextrina possibilitam melhores proprilesdafisicas na retencdo das antocianinas
em processos de microencapsulacdo de suco de $atrgnta-se que no estudo citado nao foi
avaliada a acdo do agente CaPsul

De acordo com King, Trubiano e Perry (1976) os asiidanodificados tém a
capacidade de formar misturas com baixa consisté&wiando a formacédo de aglomeracoes
e de filme antes do processo de secagem por atginizAsta pode ser uma explicacao para a
maior retencdo das antocianinas obtida com o usGapsuf, uma vez que as moléculas
reativas ficariam menos proximas umas das outrdizindo, assim, por exemplo, a
possibilidade de polimerizagdo entre as antocianimpe interferiria negativamente na
concentracdo das mesmas.

Wanget al. (2011) através de estudimsvitro demonstraram que o amido modificado
associado aos compostos bioativos contribuiu patardar a liberagdo dos mesmos em
formulacfes de microcipsulas. Analogamente no mg@anhumano, pode-se inferir que esta
associacdo aumentaria o tempo de transito gastiitae por atuar como um carreador,
aumentando a possibilidade de absorcao intestistibs experimentos corroboram com aos
resultados obtidos no presente trabalho, mostrqndaleste agente (CapgSupoderia atuar
como um potencial carreador de compostos potenerdbnbenéficos a saude, sendo ainda
necessarios mais estudos a respeito.

A segunda melhor retencdo das antocianinas fodahisando apenas goma como
agente encapsulante. Esta formulacdo ndo apresdiféoenca estatistica significativa para a
combinacdo de goma ardbica e maltodextrina DES, (&:tjual promoveu a terceira melhor

retencdo de antocianinas.
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A retencao de alguns compostos presentes no abnveni de acordo com o DE da
maltodextrina usada durante o processo de secagematpmizacdo (RODRIGUEZ -
HERNANDEZ et al., 2005). Ersus e Yurdagel (2007sjudaram a microencapsulacéo de
antocianinas extraidas de cenoura prietu€us carotd..) e submetidas ao processosgpeay
drying usando diferentes temperaturas de secagem e mwdliods de diferentes DE, e
observaram a menor retencdo de antocianinas cormaltadextrina de maior DE, a qual
também promoveu microcapsulas com maior umidade.

Com a formulacdo com goma e amido modificado, hauva perda de 30% das
antocianinas totais durante o processo. Como cdderyor Tonon, Brabet e Hubinger
(2009), a elevada temperatura do processo de secagespray dryer ocasiona perdas de
antocianinas, o que se deve a alta sensibilidaste gggmento a temperaturas muito elevadas.
Ainda segundo estes autores, embora haja perdasdesmpostos termolabeis durante o
processo enspray dryer quando comparada a de outros processos térmaigngsma pode
ser considerada reduzida, ja que o produto é expostpouco tempo a uma alta temperatura.

A andlise individual das antocianinas indicou qu#eHinidina-3,5-diglicosideo foi a
que apresentou menor retencdo, tendo ocorrido wemdapde aproximadamente 53% da
mesma. Uma das possiveis explicacbes para estibtades@ a elevada reatividade desta
antocianina causada pelo elevado numero de grudosxitas no anel B da sua estrutura.
Esta caracteristica pode contribuir para a polimagéo deste composto, e, consequentemente,
a reducao da sua concentracao original. Outracagélo possivel € a perda de uma molécula
de glicose e transformacéo desta antocianina dgjticca na forma monoglicosidica, o que
também pode ocorrer com as demais antocianinascatidhdas presentes no material
processado.

A Figura 5.30 ilustra no gréafico de Pareto que endg Capsul exerce maior influéncia
na retencdo da antocianina delfinidina-3,5-diglides no processo microencapsulacao por

spray drying
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gréfico de Pareto

3 Fatores; planejamento de mistura; 21 ensaios
DV: Delfinidina; MS Residual=9,99767

(B)capsul

(A)goma

(C)maltodextrina

Efeitos Estimados (valor absoluto)

Figura 5.30. Grafico de Pareto mostrando a influéncia dos egesncapsulantes na retengao da antocianina
delfinidina-3,5-diglicosideo.

O diagrama de mistura ternéria apresentado nad&g3d, estabelece a relagdo entre
0s trés ingredientes utilizados de forma isoladaeou misturas, na formulagdo para a
microencapsulacdo das antocianinas do suco de f@bs&rvando este diagrama tem-se uma
regido estabelecida com as possiveis condicdeprgpeiem maior retencdo da antocianina
delfinidina-3,5-diglicosideo. Formulagbes de migtutternarias que considerem a adicao
acima de 50% de goma ardbica, até 25% de mattouee 100% Capstilestdo na regido
de maior retencdo desta antocianina. A elabordedmicrocapsulas utilizando misturas de
ingredientes é interessante do ponto de vistaudasat aplicacbes podendo ser utilizadas em
alimentos de bases hidrofilicas ou de bases lipa$il Além disso, permitira uma maior
flexibilidade considerando o sistema de producawiadustrial onde o fator de custos e
facilidade de aquisicdo de insumos séo fatores ltapi@s a serem considerados em estudos
de viabilidade técnico-econémica.

Partindo desta informacédo e avaliando as infornsmgie Tabela 5.18, pode-se
observar que a formulagéo contendo amido modifiq&psu?) e goma arabica alcancou

melhor resultado na retencéo desta antocianina.
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Variawel: Delfinidina
maltodextrina
0,004 1,00

Figura 5.31 Diagrama de mistura ternaria mostrando a infliZddos agentes encapsulantes na retengéo da
antocianina delfinidina-3,5-diglicosideo.

5.4 Avaliacdo da estabilidade dos produtos obtidos

O estudo de estabilidade foi realizado com os pgosdumicrocapsulas, suco
clarificado e concentrado) obtidos a partir dedsutlo segundo lote adquirido do mesmo
produtor.

5.4.1 Estabilidade das antocianinas

Durante o armazenamento de produtos que contenhtouianinas, podem ocorrer
mudancas no aroma, cor e sabor devido a reducdconeentracdo de antocianinas
monomericas e a formacédo de pigmentos poliméridgsreacdes responsaveis por essas
transformacdes incluem, frequentemente, a cond@osdigceta entre antocianinas e outros
compostos fendlicos e a polimerizagdo das propriéscianinas (FRANCIA-ARICHA et al.,
19973.

Os pigmentos poliméricos formados podem manteemhas propriedades funcionais
das antocianinas monoméricas, mas devido ao tamdabosuas estruturas, ha muitos
questionamentos em relagdo a bioacessidilidadentgEsmosin vivo, o que diminui as
chances destes compostos proporcionarem benddis@mdde humana (HARGER, 2007).

5.4.1.1 Microcapsulas
A estabilidade das antocianinas presentes nas cajgsalas obtidas pspray drying

utilizando-se a formulacdo amido modificado Capgama arabica (1:1), foi conduzida pelo
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periodo de 4 meses, tendo ocorrido um problemadag&o do frasco referente ao segundo
més de avaliagdo, sendo entdo este ponto desc@ud@ abela 5.19 e Figura 5.32). Foi
possivel observar que ndo houve diferenca sigtifec§p<0,05) entre o primeiro e o terceiro
meses.

Tabela 5.19 Variacdo da concentracdo de antocianinas tatajsl00g") das microcapsulas de roma em fungéo
do tempo de armazenamento

Tempo Antocianinas totais ¢m00g")
Logo apds processo 13,4 + 0713

1° més 12,1 +0,36

3° més 12,0 + 0,87

4° més 8,08 + 0,38

Valores referentes a média de triplicatddéédias com diferentes letras em cada coluna indicam

diferenca significativa §0,05).
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Figura 5.32. Estabilidade das microcapsulas de mm@ meses

A reducdo no teor das antocianinas monoméricasstofstida apos 3 meses de
armazenamento foi equivalente a 10%, enquanto quitmado estudo (apdés 4 meses de
armazenamento) foi igual a 40%. Levando-se em agmao produto ndo continha nenhum
aditivo que impedisse sua deterioracdo, a estabd#idias antocianinas durante 3 meses pode
ser considerada satisfatoria uma vez que 90% daaseforam preservadas.

Tonon et al. (2010) atribuiram a degradacdo dom@igos antocianicos em acai em
pd a porosidade e a heterogeneidade da estrutumatdoial seco, o que possibilitou a difusédo
do oxigénio e com isso a degradacédo dos pigmemtogianicos presentes no mesmo. Este
fato pode explicar a ocorréncia de reacdes quinmeEsno em materiais com baixa atividade

de agua. No presente trabalho, a ndo disponibéideedum mecanismo de vedacéo eficiente
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pode ter favorecido a entrada de oxigénio nos dsasonde as microcapsulas foram

armazenadas, favorecendo o fendbmeno acima relatado.

5.4.1.2 Suco clarificado (microfiltrado)

A avaliacdo da estabilidade do suco de roma atadfh mostrou que ndo houve uma
diferenca significativa (0,05) do conteudo total de antocianinas duranteriogo de 2
meses de armazenamento (Tabela 5.20 e Figura ©83esultados obtidos indicaram uma
elevada retencéo das antocianinas monomeéricas #mdinal dos dois meses de avaliacao.

Tabela 5.20 Variacdo da concentracéo de antocianinas tatais100g") do suco clarificado de roma ao longo
do estudo de estabilidade

Tempo Antocianinas totais
(mg.100g")
Logo apds processo 5,45 + 0,01
1° més 5,31 +0,07
2° més 5,24 + 0,07

Valores referentes a média de triplicatdéédias com diferentes letras em cada coluna indicam
diferenca significativa 0,05).

Estabilidade do suco microfiltrado de roma
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Figura 5.33 Estudo de estabilidade do suco de roma clarifigaad microfiltragdo conduzido por 2 meses.

Sabe-se que a integridade das antocianinas é afafad somente por fatores como
luz, oxigénio e temperatura, mas também por comstits da matriz dos alimentos
(SADILOVA et al., 2009). Alguns desses constitugntmmo compostos fendlicos incluindo

outras moléculas de antocianinas, podem partiaipaformacdo de complexos que € um
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importante mecanismo de copigmentacdo e que paddalror para aumentar a estabilidade
das estruturas formadas (ASEN, STEWART e NORRIZ2)1.9

A copigmentacao contribui para o0 aumento da esdatalde das antocianinas, mas na
forma dos pigmentos poliméricos originados, reddziassim a concentracdo de antocianinas
monomeéricas no meio.

Comparando a estabilidade do suco de roma clatdicam o suco de roma integral,
ambos submetidos a tratamento térmico, Fischdr @C4.3) observaram uma maior perda de
antocianinas monomeéricas no suco integral, o queafobuido a maior presenca de
macromoléculas no mesmo.

O fato do suco de roma utilizado no presente thab#dr sido extraido apenas dos
arilos e nao do fruto todo também contribuiu pamaunenor perda das antocianinas nos
produtos obtidos, uma vez que a maior parte dosmdamao foi carreada para 0 suco
processado. Turfan et al. (2011) submeteram acegsocde clarificacdo dois sucos de roma,
um extraido do fruto inteiro e o outro somente akiles, e observou perda de antocianinas de
19% para o primeiro e de apenas 4% para 0 seguewcido também atribuido os valores
observados a maior presenca de taninos e conseqeatie maior formacao de pigmentos

poliméricos no suco do fruto inteiro.

5.4.1.3 Suco concentrado

A avaliacdo da estabilidade o suco de roma corammtpor osmose inversa indicou
uma reducéo de 11% do conteudo total de antocinimaomericas ao final do periodo de 2
meses de armazenamento, ndo tendo sido obsenfadenda significativa ¢0,05) entre os
dois ultimos tempos (Tabela 5.21 e Figura 5.34).

Tabela 5.21 Variacdo da concentracdo de antocianinas tatajsl00g") do suco concentrado de roma ao longo
do estudo de estabilidade

Tempo Antocianinas totais ¢mo0g')
Logo apos processo 10,89 + (4,05

1° més 9,88 + 0,51

2° més 9,66 + 0,20

Valores referentes a média de triplicatddédias com diferentes letras em cada coluna indicam

diferenca significativa 0,05).
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Estabilidade do suco concentrado de roma
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Figura 5.34. Estabilidade do suco de roméa concentrado por ssimyersa conduzido por 2 meses.

No suco concentrado 89% do conteudo original decarinas monomeéricas foi
preservado nas condi¢des de armazenamento estdhgsl@ambalagem de vidro com tampa,
coberta por papel laminado, e mantidos armazersatoeefrigeracdo a 4°C).

Embora o suco concentrado tenha sido elaboraddiagmsuco clarificado e por isso
com menor quantidade de macromoléculas, a maiairpidade das moléculas no meio pode
ter contribuido para a ocorréncia do processo dineozacdo e consequente perda das
antocianinas monomeéricas.

Wang & Xu (2007) estudaram a estabilidade das arto@s em suco de amora e,
assim como no presente trabalho, concluiram queco soncentrado por osmose inversa é
mais suscetivel a reducdo do teor de antocianimagjue o0 suco integral, devido a
proximidade entre moléculas reativas (como oxigémicelerando a velocidade de ocorréncia

das reacdes de degradacao.

5.4.2 Estabilidade da cor

A Tabela 5.22 apresenta a variacdo dos paramegrosrdnstrumental (L*, a*, b*, C*
e h°) durante a avaliacdo de estabilidade da gargsamicrocapsulas, os sucos clarificado e
concentrado de roma.

A amostra referente ao 4° més de estudo das mpsoies foi descartada devido ao
fato da mesma ter formado um aglomerado provavebragvido a absor¢cdo de agua, o que

impossibilitou a retirada da amostra da embalagecoresequentemente a avaliagdo da
mesma.
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Tabela 5.22 Parametros de cor (média + desvio padrdo) obdesvedurante o armazenamento sob diferentes

condicdes das microcapsulas, sucos clarificadmeertrado de roma.

Amostras indice de cor CIELAB Intensidade de  h°
cor, C*
L* a* b*
Microcapsulas 79.20+0,95 11,81+032 2,13+0,14 12,00+0,32 10,19 + 0,44
TO
Microcapsulas 80,69 +0,38" 11,46+0,25 2,52+0,18 11,73+0,27 12,38 + 0,71
T1
Microcapsulas 77.87+0,35 11,71+0,23 2,90+0,22 12,07+0,25 13,89 + 0,81
T2
Microc4psulas 81,30+0,61 9,04+0,07 4,10+0,07 9,93+0,0F 24,39 + 0,41
T3
Microcapsulas X X X X X
T4
Suco 27,12+1,04 6,91+0,31 -0,30£0,11 27,12+1,02 356,27 + 2,62
microfiltrado
T0
Suco 27,20+061 4,92+0,52 -0,16+0,18 27,20+0,61 355,08 + 1,77
microfiltrado
T1
Suco 27,15+0,18 5,38+0,77 -0,19+0,08 27,15+0,19 357,83 +1,01
microfiltrado
T2
Suco 26,97 +0,08 356+0,12  -0,44+0,08" 359+0,11 352,93 + 1,67
concentrado TO
Suco 26,25+0,04 292+0,08 -0,66+004 299+0,08 347,31 + 0,68
concentrado T1
Suco 26,43+0,28 241+0,10 -0,73+0,183 252+0,11 343,24 + 2,62

concentrado T2

Valores referentes a média de quadruplicatas. Méchan diferentes letras em cada coluna indicanretita
significativa (p<0,05).'L = luminosidade (0 = preto e 100 = branca) intensidade de verde/vermelho (-80 até
zero = verde, do zero ao +100 = vermelfio¥; intensidade de azul/amarelo (-100 até zerouk dp zero ao
+70 = amarelo); C*.croma; h°: angulo de matiz. [6@o apds processo; T1: 1° més; T2: 2° més; THE, T4:

4° més.

O espaco de cor CIELAB é organizado em coordenaalases cartesianas. O eixo L*
vai do topo a base sendo o seu valor maximo repese por 100 (indicativo da cor branca)
enquanto o minimo equivale a 0 (indicativo da caetg). O eixo a* indica variacdo de
intensidade de cor verde/vermelha (-80 até zercerdey do zero ao +100 = vermelho),
engquanto o parametro b* indica a variacdo de imdads de cor azul/amarelo ((-100 até zero
= azul, do zero ao +70 = amarelo) (HUNTERLAB, 1968WLESS e HEYMANN, 1999).

O parametro L* (luminosidade) foi maior para o mialedesidratado, visto que a
adicdo dos agentes encapsulantes tornou o prodai® alaro. Foi observado por Augusta

(2011) durante a avaliacao da cor de microcapsidgambo também obtidas pspray dryer



105

que a maior concentragdo de maltodextrina promawauaumento da luminosidade das
amostras. Os valores observados para o parametindsidade ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) no periodo de avaliacdo da estabilidade diestos produtos liquidos,
tendo variado para as amostras de microcapsulagay@imente devido a heterogeneidade
relacionada aos agentes encapsulantes.

Tanto 0s sucos quanto as microcapsulas apresentatares de a* dentro da escala
do vermelho, tendo sido estes valores menores @argaucos uma vez que nestes a
concentracdo de pigmentos antocianicos responspekascoloracdo vermelha da bebida é
menor. Dentro de cada grupo de produto, os valdesa* s6 apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) do 2° para o 3° més na avaliacdo das micsotay e do 1° para o 2°
més do suco clarificado, sugerindo a reducao @asidade da cor vermelha.

Os sucos apresentaram tonalidades bem escurase qusjifica os valores de b*
abaixo de zero encontrados para os mesmos. Por deeavaliacdo estatistica e teste de
médias (teste de Tukey) foi possivel observar maamacdo deste parametro para as
microcapsulas, provavelmente pelo mesmo motivo daiagdo do parametro a*
(heterogeneidade de agentes encapsulantes).

Os parametros C* e h° pertencem ao sistema delECEl que utiliza coordenadas
cilindricas em vez de coordenadas cartesianas.eNastema, C* (chroma ou indice de
saturacdo ou brilho) equivale a quantidade peld goea cor se desvia do cinza neutro,
enquanto h° (angulo de matiz) € o que se refeetadiente a cor do objeto. Para o parametro
h°, quanto mais proximo seu valor for de 360° npagximo de vermelho € a coloracdo
observada (MINOLTA, 1991; LAWLESS e HEYMANN, 1999).

Avaliando-se o parametro h° para todos os produgospossivel observar a
predominancia da cor vermelha para os sucos (\&fm@imos a 360°) ao longo de todo o
estudo e de uma cor bem mais clara para as migoedp(valores abaixo de 30°), o que vai
de encontro a composicdo das mesmas (adicdo deéeeadmmancos). Este pardmetro ndo
apresentou diferenca significativa em todos os ¢tame avaliacdo para 0s sucos e até o
segundo més de avaliacdo das microcapsulas, sdgeaimdo variacdo da cor avaliada
instrumentalmente.

Embora a cor vermelha de um consideravel nimerdrudes seja decorrente da
presenca de antocianinas, ha controvérsias quaetdsténcia de correlagdo entre o teor
destes compostos e medidas instrumentais da corHimP quatro cultivares de framboesa,

Ancos, Gonzales e Cano (1999) relataram que enzboudtivar “Ceva” tenha apresentado o
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mais elevado teor antocianinas, sem, contudo tedtaliferenca significativa do parametro
h°, a cultivar “Rubi” foi considerada a mais verh@km decorréncia do maior valor de a*.
Isto corrobora o fato de que no presente trabahmiarocapsulas tenham apresentado maior
valor de a* do que os sucos, devido a maior coragdid de pigmentos antocianicos nas
mesmas e, a0 mesmo tempo, menor valor de h°, umgueeprovavelmente a presenca dos
agentes encapsulantes influenciou muito mais nadeofato observada pelos olhos dos
analistas.

Em relacdo ao C*, € possivel observar que o progueomais se afastou do cinza
neutro foi o suco clarificado, provavelmente devamoprocesso ao qual foi submetido com a
remocdo de particulas pela microfiltracdo favordoeassim a saturacdo (maior brilho). A
seguir, encontram-se as microcapsulas que comcaadios agentes de coloracdo branca
favoreceram o desvio de sua cor do cinza neutrtsibamdo para o aumento do seu brilho.
Por ultimo, com menor valor de chroma, o suco coimado devido provavelmente a maior
presenca de acucares que podem ter contribuido akcorréncia de reacgbes de
escurecimento quimico, como ja foi dito acima, dmmdo assim o brilho. Este parametro,
assim como a*, s6 diferiu significativamente<Qp5) do segundo para o terceiro més na
avaliacdo das microcapsulas, e do primeiro paregarglo més do suco clarificado. Para o
suco clarificado, embora tenha sido observadaatifgr significativa entre o primeiro e o
segundo meses, vale ressaltar que ainda assinioossvancontrados foram bem proximos.

O sistema de vedacao das embalagens, bem comostragem dos produtos, podem
também ter influenciado os resultados encontradesuma forma geral, os parametros que

refletem a intensidade de cor vermelha dos prod(@@sse hy ndo sofreram grandes

alteragfes, 0 que sugere adequada estabilidaderaeséras ao longo do estudo.

O fato do suco de roma utilizado para obtencéo mtoslutos avaliados ter sido
previamente filtrado diminuiu a probabilidade deugscimento dos sucos clarificado e
concentrado devido a remocao consideravel de pecfire poderia causar turvacdo dos
mesmos. Esta afirmacdo é corroborada por Turfah ¢€2011) que observou que a remogéo
prévia de particulas que poderiam causar 0 escugatd suco de roma, promoveu uma
maior estabilidade da cor da bebida ao longo d@azaemamento.

A reacdo entre taninos e proteinas também é catgheomo um fator causador de
escurecimento de bebidas naturais, como os sucodrutk produzindo turvagéo e
precipitacdo ao longo do armazenamento (CALDEROAN\BUREN, ROBINSON, 1968).
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Desta forma, a reduzida concentracdo de taninossum de roma utlizado para
processamento no presente trabalho, pode tambémomgribuido para a observacdo de

poucas alteracdes dos parametros de cor ao longstuldo de estabilidade.

5.4.3 Estabilidade microbiologica

A partir dos dados apresentados na tabela 5.23%&veb observar que ao longo de
todo o estudo de estabilidade, os trés produtasiasb{microcapsulas, sucos clarificado e
concentrado) encontraram-se isentos de contamirsmé®almonellaspp. e dentro do limite
estabelecido pela metodologia utilizada fBta@phylococcus aureugstes resultados indicam
a predominancia da presenca de boas condi¢Oesibmiganitarias e cuidados por parte dos
manipuladores.

Todos os outros produtos também se mostraram geto contaminacdo por
coliformes termotolerantes, com excecdo da amasfeaente ao ultimo més de avaliacao
(T3) do suco concentrado. Segundo Franco e Lan{@pab), estes microrganismos, quando
presentes em um alimento, podem fornecer inforngagfébre a ocorréncia de contaminacao,
sobre a provavel presenca de patdégenos ou sobegedodacédo potencial de um alimento,
além de poder indicar condi¢cdes sanitarias inadipudurante o processamento, producéo
ou armazenamento. A contaminacdo observada ocgmevavelmente devido a algum
problema no envase do produto, como a assepsiadeguada do frasco utilizado para
armazenamento.

Apesar da seguranca dos produtos apresentado®guaohtaminacao bacteriana até
os dois primeiros meses de armazenamento, um prdldema de contaminacédo detectado
foi a presenca de fungos filamentosos e leveduraservada a partir do terceiro més de
estudo para as microcapsulas, do segundo mésymralarificado, e ja a partir do primeiro
més para o suco concentrado. Este é um problensvelsle ocorrer em produtos nao
tratados termicamente e com valores de pH mai®bdIKOURNAS, HEERES e BURGESS,
2006). Além disso, estes microrganismos podem eresgb refrigeracdo, favorecendo a
deterioracdo das amostras de suco aumente duraatmazenamento (VEGARA et al.,
2013).

Mesmo que os produtos obtidos fossem oriundos de suecD previamente
pasteurizado, ainda assim haveria a possibilidade cdntaminacdo por fungos
termoresistentes. Uma vez que algumas espéciesp 8yssochlamys fulyaproduzem

esporos chamados ascOsporos que sao resistentafoadOs esporos destes fungos podem
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permanecer em estado de laténcia inclusive apdsocegsamento térmico de frutas e
derivados (TOURNAS e TRAXLER, 1994; FERREIRA et aD11).

Os alimentos mais susceptiveis a deterioracdo yagos termorresistentes sao as
frutas e seus derivados, como sucos, polpas, cowades e frutas enlatadas (KOTZEKIDOU,
1997, FERREIRA et al., 2011). A principal fonte antaminagéo das frutas € o solo, onde
esses fungos estdo presentes (PIECKOVA, BERNAT SEBBSKA, 1994; PITT e
HOCKING, 2009).

A contaminacgéao por fungos pode ser atribuida anmagdéima utilizada, decorrente de
infecgcBes quiescentes, as quais ocorrem com o #imda ligado a planta-mée e sO se
manifestam no periodo pos-colheita (CAVALCANTI, 300ou ainda por contaminacao pos-
processo sendo esta atribuida a falha na asseppractdimento de envase.

O processo de microfiltracdo ao qual os dois savafiados foram submetidos pode
ser utilizado para a remogao de microrganismosjlteeglo em um produto esterilizado.
Porém, o sistema de recolhimento de permeadoaddineste trabalho nao foi um sistema de
envase asseptico, o que possivelmente possibililoa contaminacdo cruzada do produto
apos o processo de separacdo por membranas (SIL®IA 2005), uma vez que a malha da
membrana utilizada (0,15 pm) apresenta uma malb@mk, inclusive para a retencao para
esporos de bactérias que sao bem menores qudusyds.

Vegara et al. (2013) também observaram um maiacenento de fungos em 7 dias
de armazenamento a 25 °C para o suco de roma itiachd, do que para o suco de roma
microfiltrado e pasteurizado armazenado sob as awesondicdes que o primeiro, indicando
a provavel ocorréncia de contaminagdo ap0s o woas membrana. Este fato corrobora a
necessidade de maior controle na assepsia nadeapaolhimento do produto clarificado.
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Tabela 5.23 Avaliagdo microbioldgica durante estudo de eltiale das microcapsulas, dos sucos clarificado e

concentrado de roméa

Amostras Analises microbiolégicas
Contagem de Salmonella Coliformes a Staphylococcus
Fungos sp. (auséncia 45°C" c |
Filamentosos e em 25 g) (NMP.g" oaguiase
Leveduras Positiva” (UFC.d)
(UFC.gY
Microcapsulas TO  <1,0 x 10 Auséncia <3 <1,0x 18
Microcapsulas T1  <1,0 x 14 Auséncia <3 <1,0x 10
Microcapsulas T2 3,4 x 10 Auséncia <3 <1,0x 16
Microcapsulas T3 2,5 x 16 Auséncia <3 <1,0x 16
Microcapsulas T4 1,5 x 16 Auséncia <3 <1,0x 18
Suco <1,0x 10 Auséncia <3 <1,0 x 16
microfiltrado TO
Suco <1,0x 10 Auséncia <3 <1,0 x 16
microfiltrado T1
Suco 1,5x 1d Auséncia <3 <1,0x 10
microfiltrado T2
Suco concentrado 1,5 x 16 Auséncia <3 <1,0x 10
TO
Suco concentrado 3,4 x 10 Auséncia <3 <1,0 x 16
T1
Suco concentrado 1,3 x 16 Auséncia >1100 <1,0 x 16
T2

Valores estimados referem-se a contagens abaigocima dos limites estabelecidos pela metodologsa. O
limites estabelecidos sdo: *entre 15 e 150 UFCg*&ntre 25 e 250 UFC.g-1. **Limite maximo estabeldo
pela RDC n°12/2001:100 NMP/g ou’NMP/g. TO (logo ap6s processo); T1 (1° més de aemanento); T2 (2°
més de armazenamento); T3 (3° més de armazenameht@P més de armazenamento).
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, o pré-tratamento seleciondittacdo em malha) para
realizacdo da etapa de processamento permitiucaicimxo compativel com processos de

separagdo por membrana.

O processo de secagem por spray drying alcancalimento de 50% em relagédo a
quantidade de pé obtida para todas as formulag@disdas.

Foi possivel realizar o isolamento de padrbes d®ceminas pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com purspgerior a 98%, o que possibilitou uma
quantificacdo mais precisa do teor das mesmas 0o da romé& e nos seus produtos

derivados.

As antocianinas delfinidina-3,5-diglicosideo, cdina-3,5-diglicosideo, delfinidina-3-
glicosideo, pelargonidina-3,5-diglicosideo, cian&B-glicosideo e pelargonidina-3-
glicosideo foram identificadas como os principampostos fendlicos presentes no suco de

roméa extraido somente dos arilos.

Foram avaliados os processos de microfiltracdopsesnnversa e microencapsulacao
por spray dryingdo suco de romad em relacdo a preservacdo de amtws, tendo sido
observadas retencdo de 70% das mesmas duranteesgmode microencapsulacdo, 82%
durante a microfiltracdo e 100% durante o procegsosmose inversa, valores considerados

elevados.

Para a conducédo do processo de microencapsulac&pnag dryingforam avaliadas
diferentes combinacfes de agentes de secagem,dieloddentificada a formulacéo contendo

amido modificado (Capsti: goma arabica (1:1) como a que melhor reteven@simninas.

O perfil de antocianinas se manteve igual em tadgsrocessos avaliados, bem como
durante o estudo de estabilidade, tendo variadmaspa magnitude dos picos, o que é

proporcional a concentracao dos analitos.

Foram observadas elevadas reten¢gdes na concenti@géocianinas para 0S sucos e
microcapsulas durante os meses de avaliacédo dalidside.

Observou-se que de uma forma geral, os paramatesefjfetem a intensidade de cor
vermelha dos produtos (a* € Imfdo sofreram grandes alteragdes, o que sugetakalidade

da cor durante o periodo de avaliacdo. Desta foom@Glui-se que os produtos estudados



111

apresentam potencial para uso como corantes rgtaesido ainda necessaria a realizagéo de

mais avaliagdes.

Os trés produtos avaliados se apresentaram isgatosntaminacdo bacteriana, mas a
presenca de fungos nos mesmos sugere a necess&dagemoramento do sistema de envase

dos materiais.

Pode-se concluir, portanto, que os trés processd®dos promoveram a obtencao de
produtos estaveis em relacdo a sua coloracdo, epooces alteracdes nas suas potenciais
propriedades funcionais no que diz respeito a curmgio de antocianinas presente nos

mesmaos.
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