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RESUMO

A cagaita (Eugenia dysenterica DC) é um fruto nativo do Cerrado, pertencente a
familia Myrtaceae. Sua producdo se destina ao consumo in natura pela populacdo local e
producédo de diversos produtos alimenticios, sucos e polpas congeladas. Embora sejam pouco
caloricos, os frutos apresentam grande potencial econémico, devido as suas cacteristicas
fisicas, quimicas e nutricionais, além do aroma e sabor agradaveis. Entretanto, seu perfil de
carotenoides ainda é pouco conhecido. Os carotenoides sdo pigmentos muito difundidos na
natureza. Possuem extrema importancia para a saide humana, mas sdao moléculas altamente
instaveis quando expostas principalmente a luz, ao oxigénio e ao aquecimento. A
microfiltracdo (MF) é um processo que utiliza membranas semipermedveis tendo a pressdo
como forga motriz, se destinando a obtencéo de sucos de frutas microbiologicamente estéreis,
que preservam as substancias termossensiveis. O objetivo desse estudo foi identificar os
carotenoides presentes na polpa de cagaita oriunda da cidade de Damiandpolis (GO),
caracterizar a polpa quanto a sua composi¢ao quimica e fisica em relacdo a umidade, cinzas,
proteinas, lipidios, solidos soluveis, pH e tamanho de particulas, determinar as perdas pos
processo e determinar a esterilidade comercial do suco clarificado. Para identificacdo dos
carotenoides as amostras foram submetidas a etapa de saponificacdo e, subsequentemente, a
CLAE com método gradiente de eluicdo, em coluna Cs de fase reversa, fase movel composta
por metanol e éter metil terc-butilico. A quantificacdo foi realizada em cromatografo com
detector Waters 996, rede de diodo UV/Vis na faixa de 350 a 600 nm. A polpa foi processada
por MF com membrana tubular de polietersulfona com 0,3 um de didmetro de poro, area total
de permeacéo de 0,05m? a 2,0 Bar. A luteina, zeaxantina, p-criptoxantina, p-caroteno e a-
caroteno foram os carotenoides identificados na polpa de cagaita, aléem dos isémeros 9 e 13-
cis- B-caroteno. O B-caroteno foi o carotenoide majoritario, seguido da B-criptoxantina e, o
minoritério, o a-caroteno. O fluxo médio obtido foi de 20,15 L/m?.h, a vazdo de 2,01 L/m?.h,
43% de rendimento, com tempo de processo de 110 minutos. Todos os carotenoides ficaram
retidos na polpa concentrada, ndo sendo identificados na polpa clarificada. A qualidade
quimica e microbiolégica da polpa clarificada encontrava-se de acordo com a legislacéo

brasileira vigente.



ABSTRACT

Cagaita (Eugenia dysenterica DC) is a native fruit of Cerrado, which belongs to the
Myrtaceae family. Its production is destined for fresh consumption by the local population, as
well as to obtain various food products and frozen pulps. Although it is a low-calorie fruit, it
has great economic potential due to its physical, chemical and nutritional chacaracteristics, as
well as to its aroma and pleasant taste. However, the profile of carotenoids of this fruit is still
unknown. Carotenoids are the most widespread pigments in nature, are extremely important
for human health, but are highly unstable molecules especially when exposed to light, oxygen
and heat. Microfiltration (MF) is a process that uses semipermeable membranes with pressure
as the driving force, which is aimed to obtain microbiologically sterile fruit juices, preserving
thermosensitive compounds. The aim of this study was to identify the carotenoids present in
the pulp of cagaita from the city of Damiandpolis (GO), to characterize the pulp and its
chemical and physical composition in relation to moisture, ash, proteins, lipids, soluble solids,
pH and particle sizes; to determine the losses in the clarified pulp after MF process and to
determine the commercial sterility of the clarified juice. For the identification of carotenoids,
samples were previously saponified and subsequently analyzed by HPLC, using a Cs reverse
phase column and mobile phase composed by methanol and methyl tert-butyl ether.
Quantification was performed using a Waters 996 diode network UV / Vis detector in the
350-600 nm range. The pulp was processed by MF, using a tubular polyethersulfone
membrane with 0.3 mm of pore diameter, total area of 0.05 m® and pressure of 2.0 Bar.
Lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, B-carotene and a-carotene were identified in the cagaita
pulp, as well as 9:13 cis-p-carotene isomers. B-carotene was the most abundant followed by -
cryptoxanthin, and o-carotene was the less abundant carotenoid in the pulp. The mean
permeate flux was 20.15 L/m?.h, with flow rate of 2.01 L/m2.h, yield of 43% and processing
time of 110 minutes. All carotenoids were retained in the concentrated pulp (retentate) and
none were detected in the clarified juice. Chemical and microbiological quality of the clarified

pulp was found to be in accordance with the Brazilian legislation.
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1. Introdugéo

O Brasil é considerado o pais de maior biodiversidade do mundo por possuir,
aproximadamente, 30% das espécies de animais e plantas distribuidas em seis grandes
biomas: Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (SILVA et al., 1994; ). Toda
essa riqueza inclui uma extensa diversidade de frutos de sabor exdtico, o que caracteriza um
grande potencial econbmico na pesquisa de suas caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionais
e sensoriais (ALVES e FRANCO, 2003).

A flora do Cerrado possui diversas espécies frutiferas com grande potencial de
utilizacdo agricola que sdo, tradicionalmente, utilizadas pela populacdo local. Neste contexto,
insere-se a Eugenia dysenterica (DC), popularmente conhecida como cagaita (ROESLER et
al., 2007; PARTELLI et al., 2010).

A cagaiteira pertence a familia Myrtaceae, que contempla varias especies produtoras
de frutos comestiveis de sabor agradavel como a goiaba e a jabuticaba entre outros (CHAVES
e TELLES, 2006). A cagaiteira (arvore da cagaita) apresenta utilizacdo quase integral, uma
vez que quase todas as partes sdo aproveitadas (LORENZI, 2002; CHAVES e TELLES,
2006; MARTINOTTO et al., 2008).

Alguns aspectos nutricionais da cagaita ja foram estudados por alguns pesquisadores,
sendo considerada uma fruta pouco caldrica, rica em acidos graxos essenciais e agua, com
bons teores de minerais (calcio e manganés) e vitaminas (B2, C, E), além de possuir sabor e
aroma agradaveis (CHAVES e TELLES, 2006; MARTINOTTO et al., 2008; SILVA et al.,
2008). Embora pouco difundida, a cagaita apresenta grande potencial comercial por sua
utilizacdo em produtos alimenticios que vdo de bebidas a sorvete, contudo, a maior parte da
producdo se destina a extracdo da polpa e producdo de sucos para o comércio regional
(SILVA, CHAVES e NAVES, 2001; MARTINOTTO et al., 2008).

Sabe-se que a fruta contém carotenoides, porém os tipos de carotenoides, bem como
seus teores, ainda sdo pouco conhecidos e estudados. Carvalho e colaboradores (2009)
investigaram a composicdo quantitativa total de carotenoides da polpa integral, da polpa
comercial e do fruto da cagaiteira produzido na cidade de Damiandpolis, Goias (GO), mas
ndo investigaram sua composicdo qualitativa. Entretanto, Cardoso e col. (2011) investigaram
a composicdo qualitativa e quantitativa de carotenoides em polpa de cagaita produzida na
cidade de Felixlandia, Minas Gerais. Portanto, torna-se imprescindivel conhecer a composicao

qualitativa e quantitativa de carotenoides da cagaita produzida na cidade de Damiandpolis,
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GO, a fim de que se verifique se as diferengas encontradas se devem a regido ou as diferentes
condi¢des climéticas de crescimento para a mesma espécie (variedade) ou ambas.

Os carotenoides s@&o compostos amplamente difundidos na natureza, com grande
diversidade estrutural e fungdes variadas (CARDOSO, 1997). Foram descritos pela primeira
vez no inicio do século IX como sendo os pigmentos responsaveis pela coloragdo do pimentéo
amarelo e da gema de ovo (PENTEADO, 2003).

Quimicamente, o0s carotenoides se dividem em hidrocarbonetos (carotenos) e
derivados oxigenados (oxicarotenos ou xantofilas), possuem estruturas ciclicas e aciclicas e
sdo compostos por uma longa cadeia de dulpas ligagdes conjugadas (DLC), responsaveis por
suas cores. Pertencem a familia dos terpendides e sdo sintetizados na via de sintese dos
isoprenoides, sendo formados a partir da acetil-coenzima A (acetil-CoA). Fungos, bactérias,
algas e vegetais sdo os responsaveis pela biossintese de carotenoides. Como animais ndo
produzem carotenoides, apenas 0s modificam e armazenam, dependem da ingestdo para obté-
los (PENTEADO, 2003).

Entre os vegetais, as principais fontes de carotenoides de interesse para a saude
humana sdo as folhas, frutos, tubérculos e gréos. Ha variacdo qualitativa e quantitativa da
composicao de carotenoides entre os vegetais (PENTEADO, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008).

A relevancia dos carotenoides se deve as inumeras funcGes que desempenham na
natureza e na saude humana. Em humanos, participam na modulagdo imunoldgica, na
protecdo contra o cancer e doencas cardiovasculares, prevencdo de catarata e melhora da
acuidade visual, além da reconhecida acdo como agentes precursores de vitamina A e
atividade antioxidante (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004; DAVIES e
MORELAND, 2004).

A analise de carotenoides envolve extracdo, saponificacdo (quando necessario), e
injecdo e eluicdo em coluna cromatogréafica pela fase movel. A metodologia atualmente
utilizada para analise de carotenoides é a cromatografia liquida de alta eficiéncia, embora a
confirmacdo dos achados seja realizada por cromatografia em coluna aberta e
espectrofotometria de massas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN
2008).

Na etapa de extracdo, inUmeros solventes misciveis com a agua (para produtos
frescos) e imisciveis (para produtos secos) sdo utilizados. Entre 0s principais estdo a acetona e

0 éter de petroleo. Também sdo variados os solventes utilizados como fase mdvel, entretanto,
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separagdes completas tém sido observadas com a combinacdo de metanol e éter metil-terc-
butilico. A coluna C 3, tem sido utilizada preferencialmente pela qualidade em seletividade e
resolucdo. As dificuldades relacionadas ao custo e qualidade dos padrdes analiticos tém
contribuido para a utilizacdo de padrdes extraidos e isolados de fontes naturais por muitos
pesquisadores (MERCADANTE, 1999; SANDER et al., 2000; NUNES e MERCADANTE,
2006).

Vérios fatores podem afetar a composicdo qualitativa e quantitativa de carotenoides
em alimentos como a variedade/cultivar, a estacdo do ano, a parte da planta amostrada,
condi¢des de plantio, manuseio pds-colheita, processamento e condi¢des de estocagem. Como
0s carotenoides sdo altamente instaveis e oxidaveis, varios fatores podem promover a perda
parcial de sua atividade biolégica ou a perda total da molécula (PENTEADO, 2003;
RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

Assim, tecnologias de processamento, como processos com membranas que
minimizam perdas de nutrientes, especialmente dos carotenoides, sdo essenciais para
introducdo de produtos a partir da cagaita no mercado mais amplo, agregando valor a matéria-
prima local.

Os processos de producao de sucos de frutas a partir de filtracdo por membranas ja séo
uma realidade nos mercados nacionais e internacionais, além de produzir sucos com padréo
de qualidade microbiologica e sensorial exigidos pelo mercado consumidor, permitindo tanto
a utilizacao do filtrado/permeado pela membrana quanto do que ficou retido na membrana ou
retentado. Por ndo utilizar aumento de temperatura durante o processamento, a técnica
minimiza as perdas de nutrientes termossensiveis, como é o caso dos carotenoides. No
entanto, o tipo de membrana e seu tamanho de poro, bem como as condi¢Ges do processo,
principalmente, a pressdo a ser aplicada, precisam ser otimizados para a matéria-prima a ser

utilizada.
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1.1. O Cerrado

O IBGE (2012a) conceitua bioma como o conjunto de vida (animal e vegetal)
constituido pelo agrupamento de tipos de vegetacdo adjacentes e identificaveis em escala
regional, com condi¢des geoclimaticas similares e histéria compartilhada de mudancas, que
resultam numa diversidade bioldgica caracteristica. O Brasil possui, aproximadamente, 30%
das espécies de plantas e de animais existentes no mundo, distribuidas em seis grandes
biomas: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal, o que o constitui 0
pais de maior biodiversidade do nosso planeta (SILVA et al., 1994).

O Cerrado, embora pouco estudado, é o segundo maior bioma da América do Sul e
também do Brasil. Ocupa neste Gltimo uma é&rea aproximada de 2.036.448 km? o que
corresponde a 23,92% do territorio brasileiro, perdendo em extensdo territorial somente para a
Amazonia (ROESLER et al., 2007; IBGE, 2012a).

Situa-se predominantemente no Distrito Federal, ocupando boa parte dos estados de
Goiés (97%), Tocantins (91%), Maranhdo (65%), Mato Grosso do Sul (61%), Minas Gerais
(57%), e porgdes do Mato Grosso, Parana, S&o Paulo, Bahia, Piaui, Pard e Rond6nia. Possui
ainda pequena inclusdo no Paraguai e na Bolivia (BUSCHBACHER, 2000; IBGE, 2012a)
(Figura 1).

O termo “Cerrado” ¢ utilizado para designar o conjunto de ecossistemas (savanas,
matas, campos e matas de galeria) que constituem a paisagem natural do Brasil Central e
apresentam duas estacdes bem definidas: invernos secos e verdes chuvosos. O periodo seco
ocorre de quatro a sete meses, geralmente de abril a setembro, seguido do periodo de chuvas,
com precipitacdo média de 1.500 mm anuais, se concentrando de outubro a mar¢o. O clima é
tropical quente subumido e as temperaturas médias sdo consideradas amenas ao longo de todo
0 ano, situando-se entre 22 °C e 27 °C (KLINK e MACHADO, 2005; PARTELLI et al., 2010;
IBGE, 2012b).

Os solos do Cerrado s@o bem variados e constituidos de mais de uma dezena de
classes, considerando suas caracteristicas morfologicas e fisicas. Entretanto, s&o
predominantes os latossolos, tidos como pobres em nutrientes, intemperizados, de baixa
capacidade de troca de cations, elevada acidez e com elevadas concentragdes de aluminio
(KLINK e MACHADO, 2005; PARTELLI et al., 2010; IBGE, 2012b).
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Inimeras fisionomias estdo presentes na vegetacdo desse bioma, sendo representadas
por quatro subgrupos de formacdo: Florestada, Arborizada, Parque e Gramineo-Lenhosa.
Ainda sdo descritas formagdes Savanicas, Campestres, Floresta Estacional, Floresta
Estacional Semidecidual e Floresta Estacional Decidual. As plantas vasculares somam mais
de 12.000 espécies e estima-se que 44% da flora séo representados por plantas da regido. 1sso
representa aproximadamente 30% da biodiversidade brasileira e 5% da mundial, o que
constitui o Cerrado como a mais diversificada savana tropical do mundo (KLINK e
MACHADO, 2005; PARTELLI et al., 2010; IBGE, 2012b).

Estudos recentes apontam para um numero maior na fauna de mamiferos, embora de
riqueza relativamente pequena. A avifauna é considerada rica por abranger mais de 830
espécies, embora 0 endemismo seja baixo (3,4%). O nimero de peixes, répteis e anfibios é
elevado, sendo muito superior ao das aves. Embora pouco conhecidos, os invertebrados sdo
estimados em torno de 90.000 espécies; outras estimativas dédo indicios da presenca de 13%
de borboletas, 35% de abelhas e 23% de cupins (KLINK e MACHADO, 2005; PARTELLI et
al., 2010).

BIOMA AMAZONIA

/ BIOMA
' CAATINGA

X %
rod

./ BIOMA CERRADO

BIOMA
PANTANAL

BIOMA | “MATA
ATLANTICA

BIOMA
PAMPA

Figura 1. Mapa representativo dos biomas do Brasil (FONTE: IBGE, 2012a)
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Apesar de sua riqueza e biodiversidade, o Cerrado tem sido considerado um hotspot
mundial, pelo elevado risco de extingdo, uma vez que pelo menos 137 espécies de animais
que ocorrem na regido estdo ameacgadas. H& ainda estimativas de que 40% do bioma da regido
tenham sido desmatados nos ultimos anos. Isto se deve a duas questdes que estdo intimamente
relacionadas: a grande expansao da agricultura, principalmente o cultivo de soja e de areas de
pastagem, associadas a falta de politicas publicas que garantam a preservacdo deste bioma. As
taxas atuais de desmatamento por ano na regido do Cerrado superam as da Amazonia, pois 0
atual Cddigo Florestal Brasileiro protege apenas 35% da area na regido de Cerrado contra
80% na regido Amazonica, ndo havendo previsdo de mudancgas nestes percentuais dentro da
proposta aprovada pelo Senado brasileiro em 2011 (KLINK e MACHADO, 2005;
PARTELLI et al., 2010; WWF, 2012).

Inimeras espécies vegetais nativas da regido apresentam utilidade para alimentacéo e
nutricdo humana, ecoturismo, além de permitirem o uso medicinal, ornamental, forrageiro,
madeireiro, entre outros usos. Os frutos do Cerrado se destacam por apresentarem elevado
valor nutricional, incluindo vitaminas e propriedades antioxidantes, sabores peculiares e
marcantes, cor atrativa e larga utilidade na producdo de outros produtos alimenticios. Embora
sejam pouco exploradas comercialmente, algumas espécies possuem potencial para
exploracdo sustentdvel. Entre elas, encontra-se a Cagaita (Eugenia dysenterica DC)
(ROESLER et al., 2007; PARTELLI et al., 2010).

1.2. A Cagaita (Eugenia dysenterica DC)

Cagaita € o nome popular conferido a Eugenia dysenterica DC. Esta arvore frutifera
era mais conhecida como Stenocalyx dysentericus (DC) Berg, nome empregado na usual
Flora Brasiliensis. Posteriormente, o género Stenocalyx Berg foi submergido em Eugenia
Mich., adotando o binbmio Eugenia dysenterica DC. Possui como sinonimia botanica o termo
Myrtus dysenterica Mart (CHAVES e TELLES, 2006). Seu nome (tanto o popular quanto o
cientifico) € uma referéncia a propriedade laxativa de seu fruto, fato este conhecido da
populacdo das regibes em que é cultivada. Esta caracteristica se manifesta, principalmente, no
consumo do fruto maduro e em inicio de fermentacdo ou quando consumido em excesso.
Contudo, relatos atestam que, quando “de vez”, o fruto pode ser consumido em quantidade
sem provocar desconforto (MARTINOTTO et al., 2008; CHAVES e TELLES, 2006).

A planta pertence a familia Myrtaceae, que compreende aproximadamente 3.500

espécies, subordinadas a cerca de 100 géneros e apresenta dois centros principais de
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diversidade, a América tropical e a Austrélia. As Myrtaceae estdo divididas em trés tribos:
Myrciinae, Eugeniinae e Pimentinae e seis subfamilias. O nome da familia é originario do
termo grego myrtos que significa perfume. A familia é representada no Cerrado por 14
géneros, com 211 espécies e considerada uma das 10 familias mais representativas desse
bioma, contribuindo com cerca de 51% da sua riqueza floristica (CHAVES e TELLES, 2006).

A cagaita é pertencente a subfamilia Eugenioideae e a tribo Eugeniinae. Dentro do
género Eugenia encontram-se cerca de 50 espécies, que variam desde ervas até arvores,
ocupando, praticamente, todos os tipos fitofisiondmicos do Cerrado, contemplando varias
espécies produtoras de frutos comestiveis de sabor agradavel, como goiaba, jabuticaba, araca,
guabiroba e cambuci, além de apresentar caracteristicas adequadas ao uso para arborizacdo
urbana (CHAVES e TELLES, 2006).

1.2.1. Descrigdo boténica, fenologia e ocorréncia

A cagaiteira € uma arvore frutifera de porte médio, podendo alcancar de 4-10 m de
altura com troncos e ramos tortuosos e cilindricos, de 20-40 cm de didmetro, copa alongada e
densa (Figura 2 - A). A casca é grossa, suberosa, fissurada e sulcada nos sentidos vertical e
horizontal (Figura 2 — B e C). Também é considerada uma planta decidua, heliéfita e seletiva
xerofita. Apresenta flores solitarias (Figura 3 — A), axilares sobre pedunculos de 1-2 cm de
comprimento ou reunidas em fasciculos axilares possuindo de 3-6 flores brancas e
perfumadas, hermafroditas e completas (Figura 3 - B). Suas folhas sd@o aromaticas, curto-
pecioladas, glabras e luzidias na face superior, coridceas, com nervuras visiveis, de 4-9 cm de
comprimento por 3-5 cm de largura (Figura 3 - C) (LORENZI, 2002; MARTINOTTO et al,
2008).
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Figura 2. Cagaiteira (Eugenia dysenterica DC): A — Adulta; B — Tronco; C - Detalhes do
tronco e casca (FONTE: TATAGIBA, 2012).

A exuberante floracdo ocorre durante os meses de agosto e setembro, com duracgdo de
até uma semana, comumente sincronizada com o inicio das primeiras chuvas e, as vezes, antes
delas na regido de Cerrado (MARTINOTTO et al, 2008). A floragdo geralmente ocorre com a
planta totalmente destituida da sua folhagem (LORENZI, 2002). Segundo Martinotto e
colaboradores (2008), no periodo de um més ocorre o florescimento, producdo de nova
folhagem e frutificacdo. A polinizacdo é feita preferencialmente por abelhas, com as flores se
abrindo pela manhd e se mantendo abertas por um dia, seguindo um padrdo de floracdo
denominado “big bang”, ou seja, com floragdo muito intensa por um periodo relativamente

curto de tempo (CHAVES e TELLES, 2006; SILVA, CHAVES e NAVES, 2001).

Figura 3. Flor da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC): A — llustragdo da flor de cagaita; B —
Inflorescéncia em ramo; C — Folhas de cagaita (FONTE: LORENZI, 2002)
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O amadurecimento dos frutos ocorre de outubro a novembro, mas, dependendo do ano
e local, pode variar até dezembro (LORENZI, 2002; MARTINOTTO et al, 2008). Chaves e
Telles (2006) referem o padréo de frutificacdo da cagaiteira como curto, uma vez que 0S
frutos ndo permanecem na arvore por mais de 14-16 semanas.

O fruto é uma baga globosa achatada, tomentosa, com polpa amarelo-pélida carnosa,
levemente acida e comestivel, medindo de 2-5 cm de didmetro, com peso entre 14-20 g e
comprimento de 3-4 cm, envolvendo de 1-3 sementes (Figura 4 — A, B e C) (SILVA,
CHAVES e NAVES, 2001; LORENZI, 2002; MARTINOTTO et al., 2008).

Suas sementes medem 0,8-2,0 cm de didmetro, possuem coloracdo creme e formato
oval, achatado ou elipsdide (Figura 4 — D). Constituem-se quase totalmente por dois
cotilédones: liso (superficie) e coriaceo (tegumento). Um quilo de sementes contém
aproximadamente 700-1600 unidades (MARTINOTTO et al., 2008).

Figura 4. Fruto da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC): A — Fruto de vez; B — Fruto verde; C
— Fruto maduro; D — Fruto com semente (FONTE: TATAGIBA, 2012; STOLFI, 2012).

A cagaiteira apresenta boa adaptacdo a solos pobres, preferindo formacgdes primarias e
capoeirdes de terrenos elevados, com solo argiloso ou arenoso bem drenado. Por esta razdo é
frequentemente encontrada nos estados de Goias (GO), Minas Gerais (MG), Sdo Paulo (SP),
Tocantins (TO), Bahia (BA), Mato Grosso do Sul (MS), no Distrito Federal e em regides de
cerrado e cerraddes de altitude (Figura 5) (SILVA, CHAVES e NAVES, 2001; LORENZI,
2002). E exclusiva de cerrados de altitude (acima de 800 m), ocorrendo com maior densidade
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nos latossolos vermelho-amarelos e, frequentemente, em areas com temperaturas médias
anuais variando entre 21-25 °C e altitudes de 380-1.100 m, porém com dispersdo descontinua
e irregular (LORENZI, 2002; MARTINOTTO et al., 2008).

Em estudo realizado por Naves (1999), esta espécie foi encontrada em 10 (20%) das
50 &reas amostrais, cada uma com 1,0 hectare de cerrado do estado de Goids, e, em uma delas
foi registrada a ocorréncia de 162 individuos com altura acima de 3,0 cm, medido a 10 cm do
solo.

A primeira frutificacdo é observada apds quatro anos do plantio, com a época de
maturacao variando de outubro a dezembro, dependendo do ano e local (MARTINOTTO et
al., 2008). A producdo de frutos é alta, chegando até mais de 2.000 frutos por arvore
(CHAVES e TELLES, 2006).
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Figura 5. Distribuicdo da Cagaiteira pelo bioma do Cerrado (FONTE: CHAVES e TELLES,
2006).

A arvore da cagaiteira pode ser utilizada quase que integralmente, o que eleva o seu

valor econémico, além do grande potencial para a exploracdo sustentada (Quadro 1).
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Quadro 1. Formas de aproveitamento e utilizacdo da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC).

Caracteristica Utilidade Referéncia
Arvore Ornamentacgdo paisagistica MARTINOTTO et al., 2008
Flores Apicultura LORENZI, 2002
Caule Construcdo civil, moveis, estrados, CHAVES e TELLES, 2006;

lenha e carvéo MARTINOTTO et al., 2008
LORENZI, 2002;
Casca Curtume, antidiarréica CHAVES e TELLES, 2006;

MARTINOTTO et al., 2008

Pasto arbéreo, antidiarréica,
CHAVES e TELLES, 2006;

Folhas antifungica, moluscocida e no
MARTINOTTO et al., 2008

tratamento de diabetes e ictericia

O consumo do fruto in natura é largamente difundido pela populacao local, contudo, a
cagaita ainda é pouco explorada comercialmente. A comercializacdo ocorre quase que
exclusivamente em mercados regionais como feiras e quiosques, isso porque toda a producédo
de frutos se da de forma extrativista, a partir de populacdes naturais da espécie, ndo se
conhecendo qualquer iniciativa de plantio organizado (CHAVES e TELLES, 2006).

Atualmente, algumas cooperativas de pequeno porte tem se organizado para
gerenciamento e aproveitamento da producdo e fabricacdo de polpas e novos produtos, que
ocorrem ainda de forma artesanal e pouco comprometida. Pequenas industrias alimenticias
vém explorando a cagaita como matéria-prima e na fabricacdo de sorvetes, refrescos e para
producdo de polpa (MARTINOTTO et al., 2008), porém a producdo de polpas é ainda
precaria quanto a questao organizacional.

Sorvetes e picolés ja podem ser encontrados em estabelecimentos especializados em
produtos regionais, conforme reportado por Chaves e Telles (2006). Estes mesmos autores
mencionam que a polpa de cagaita obtida de frutos verdes vem sendo comercializada na
regido norte de Minas Gerais, para aproveitamento na merenda escolar na forma de sucos.
Entretanto, este comércio ainda € pouco significativo em comparacdo com outros produtos da

flora da regido do cerrado, tais como o pequi e a mangaba.
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A composicdo dos frutos indica a possibilidade de sua exploragéo, tanto para consumo
in natura, quanto na forma de produtos processados (Quadro 2). A utilizacdo do fruto in
natura pelas populagdes locais é relativamente pequena quando comparada com outras
espécies frutiferas do cerrado. O efeito laxativo e de embriaguez do fruto maduro e o carater
perecivel do fruto sdo apontados como as principais causas desta pequena utilizacdo.
Contudo, esse efeito é observado quando o fruto maduro é consumido em excesso ou quente.

Entretanto, a fruta é bastante utilizada no preparo de diversos pratos tipicos da regido

(CHAVES e TELLES, 2006; MARTINOTTO et al., 2008).

Quadro 2. Composicdo média dos frutos de cagaita (Eugenia dysenterica DC).

Parametros Valores Médios Referéncia
Teor de agua 95,1% MARTINOTTO et al., 2008
Acido linoleico 10,5% MARTINOTTO et al., 2008
Acido linolénico 11,86% MARTINOTTO et al., 2008
Vitamina C 72 mg/100 g FRANCO, 2003
Vitamina B2 0,4 mg/100 g CHAVES e TELLES, 2006
Folato 25,74 ug/100 g CARDOSO et al., 2011
Célcio 172,2 mg/100 g CHAVES e TELLES, 2006
Magnésio 62,9 mg/100 g SILVA et al., 2008
Ferro 3,9 mg/100 g SILVA et al., 2008
°Brix 8,2 CHAVES e TELLES, 2006
Acidez titulavel 0,7 CHAVES e TELLES, 2006
pH 2,89 SILVA, JUNIOR e FERREIRA, 2008
Valor energético total ~ 20-29 kcal/100 g CARDOSO et al., 2011; SILVA et al., 2008
Proteinas 0,82 g/100 g CARDOSO et al., 2011; SILVA et al., 2008
Lipidios 0,57 g/100 g CARDOSO et al., 2011; SILVA et al., 2008
Carboidratos 5,54 g/100 g CARDOSO et al., 2011; SILVA et al., 2008
Fibras 1,51 9/100¢g CARDOSO et al., 2011; SILVA et al., 2008

Os frutos verdes ou “de vez”, sdo utilizados na fabricacdo de sorvetes, doces, geléias,

sucos, licores, vinho e vinagre. Assim, o fruto da cagaiteira destaca-se por suas diversas
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aplicacbes (OLIVEIRA et al., 2011; MARTINOTTO et al., 2008; CHAVES e TELLES,
2006; ZUCCHI, BRONDANI e PINHEIRO, 2003; SOUZA, NAVES e CARNEIRO, 2002).

Sabe-se que os frutos do cerrado apresentam elevados teores de carboidratos,
proteinas, sais minerais, acidos graxos, vitaminas do complexo B e carotenoides (SILVA et
al., 2008).

Os frutos maduros sdo altamente pereciveis, sendo indicado, portanto, utilizacao
imediata. Essa caracteristica constitui o fator mais restritivo quanto a comercializacdo dos
frutos, uma vez que em condigdes ambientais naturais, os frutos perecem em apenas trés dias
se conservados a 28 °C. Contudo, podem ser preservados por até 13 dias se armazenados sob
refrigeracdo a 15 °C. Ja, a polpa congelada mantém-se em condigdes de consumo por mais de
um ano. Assim, os frutos “de vez” sdo mais indicados para o transporte e comercializacao
(CHAVES e TELLES, 2006; MARTINOTTO et al., 2008).

A obtencdo da polpa de cagaita € um processo simples e o rendimento dependera da
qualidade do fruto. Ha referéncias da obtencdo de rendimento de até 60% de suco
centrifugado ou 70% de polpa (MARTINOTTO et al., 2008). Os frutos depois de lavados e
higienizados, sdo colocados em peneira, sobre uma bacia e espremidos, ficando retidas as
sementes e as cascas da fruta.

Como visto, a cagaiteira destaca-se por sua larga utilidade e aproveitamento quase
integral, inclusive dos seus frutos. Dados quanto a aplicagdo tecnoldgica para processamento
dos seus frutos ainda s@o escassos na literatura e muitas vezes inconclusivos, o que torna
imprescindivel a realizagdo de pesquisas cientificas sobre este fruto especificamente, assim
como informagbes sobre os tipos de cultura, tanto convencional quanto organica, para a
avaliacdo e formulacdo de produtos convencionais como sucos e de novos produtos. As
aplicacBes visando um mercado mais abrangente podem favorecer o desenvolvimento das
regides produtoras, com maior agregacao de valor a matéria-prima local.

Ribeiro (2011) avaliou a atividade antioxidante in vitro do fruto de cagaita com e sem
casca por trés métodos, encontrando resultados positivos e promissores, principalmente no
fruto com casca, associada a compostos fendlicos e vitamina C, analisados pelo autor. Sabe-se
que varias substancias sao responsaveis pela atividade antioxidante nos vegetais e muitas ja
foram identificadas em frutos nativos da regido do cerrado brasileiro. Dentre as substancias
gue apresentam essa atividade, os carotenoides ocupam lugar de destaque, além de poderem

estar associados a outros beneficios a saude humana.
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Dada a grande variedade de espécies nativas deste bioma, alguns frutos ainda nédo
foram estudados quanto a esses compostos, como por exemplo, a cagaita. Considerando a
importancia para a salde humana e os resultados promissores do fruto quanto a atividade
antioxidante, torna-se imprescindivel conhecer o perfil e os teores de carotenoides presentes

no fruto.

1.3. Carotenoides

Os carotenoides sd@o um grupo notavel de substdncias insaturadas, lipofilicas,
amplamente difundidas, com grande diversidade estrutural e funcbes variadas. S&o
provavelmente os pigmentos de maior ocorréncia na natureza, uma vez que sdo encontrados
em microrganismos, plantas e animais. Atualmente, mais de 600 sdo conhecidos e suas
estruturas quimicas caracterizadas (CARDOSO, 1997; RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA,
2004; UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007).

Estima-se que sejam produzidas, comercialmente, cerca de 100 milhdes de toneladas
ao ano. Por serem naturais e ndo toxicos se destacam comercialmente na producao de racdes
para criadouros de peixes (salmao e truta), crustaceos (camardes e lagostas) e aves (canarios).
S&o usados como corantes alimentares ndo muito caros, uma vez que bastam 3-5 g de B-
caroteno para conferir a cor amarelada caracteristica a uma tonelada de margarina. Ha ainda
descricdo de sua importancia na formacao de compostos responsaveis por aromas que sao de
interesse das industrias de fragrancias e alimenticia. Além da industria de alimentos, ha o
interesse incipiente da industria farmacéutica por suas propriedades nutricionais e funcionais,
como precursores de vitamina A e pela atividade antioxidante (CARDOSO, 1997; UENOJO,
JUNIOR e PASTORE, 2007).

1.3.1. Historico

No inicio do século XIX foi publicado o primeiro manuscrito citando os carotenoides
como pigmentos naturais sensiveis, labeis e lipofilicos do pimentdo vermelho, do acafrdo e da
cenoura (PENTEADO, 2003). Em 1831, Heinrich Wilhelm Ferdinand Wackenroder (1798-
1854) conseguiu isolar pela primeira vez essas substancias da cenoura e as batizou de
carotenos, derivando do inglés “carrot” (cenoura). Em 1837, Berzelius batizou os compostos
amarelos isolados das folhas como xantofilas, do grego xanthos para amarelo e phyll para
folhas (FRANK et al., 2004). Em 1907 foi estabelecida a formula molecular do caroteno e
xantofila. Em 1928, foi comprovada a natureza isoprendica da bixina e da crocetina o que

possibilitou a publicacdo em 1930, na Suiga, da estrutura quimica correta do licopeno, [3-
36



caroteno, a-caroteno, zeaxantina e luteina pelo russo Paul Karrer e seus colaboradores. No
mesmo ano, na Inglaterra, Moore publicou estudo com ratos, em que demonstrava a
conversdo do caroteno absorvido em vitamina A e seu armazenamento no figado, sugerindo
que 0 mesmo ocorria em humanos. Em 1931, Karrer e seu grupo estabeleceram a estrutura da
vitamina A (retinol). Em 1935, o mesmo grupo de pesquisadores estabeleceu a fungcdo da
vitamina A na visdao (PENTEADO, 2003).

Foi Strain, em 1938, quem usou o termo caroteno para hidrocarbonetos e xantofilas
para carotenoides oxigenados, nomenclatura usada atualmente (FRANK et al., 2004). Isler,
em 1971, publicou dados sobre isolamento, estruturas, e sintese dos carotenoides
(PENTEADO, 2003). A International Union of Pure and Applied Chemistry e a International
Union of Biochemistry estabeleceram em 1974 a nomenclatura oficial dos carotenoides
(PACHECO, 2006).

1.3.2. Estruturas quimicas dos carotenoides

Os carotenoides se dividem em dois grupos: hidrocarbonetos, compostos somente por
moléculas de carbono e hidrogénio (altamente apolares como o licopeno, f-caroteno, a-
caroteno) e derivados oxigenados, compostos por fungbes oxigenadas, como cetonas, éteres,
furandides, hidroxidos, epoxidos, metoxidos, ou &cidos carboxilicos, chamados de xantofilas
ou oxicarotenoides (moléculas polares como a luteina, zeaxantina, criptoxantina, luteocromo)
(PENTEADO, 2003).

Quimicamente os carotenoides apresentam estruturas (Figura 6) alifaticas ou aciclicas
(cadeia aberta) e aliciclicas ou ciclicas (cadeia fechada). Os carotenoides ciclicos ou
aliciclicos podem ainda ser monociclicos (quando ha um anel) ou biciclicos (quando ha mais
de um anel) (PENTEADO, 2003; PACHECO, 2009).

S&o membros da familia dos terpenoides, compostos basicamente por quarenta atomos
de carbono (formula molecular C4o Hsg). Sua estrutura € isoprenoide, composta de uma longa
cadeia central de duplas ligacbes conjugadas (DLC), que lhes conferem a propriedade de
absorcdo de luz visivel em diferentes comprimentos de onda (380-500 nm) e constituem o

sistema croméforo, conferindo cores aos carotenoides (PENTEADO, 2003).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos carotenoides de acordo com a sua classificagcdo: Aciclicos,

Monociclicos,  Biciclicos e  Oxigenados  (Hidroxicarotenoides,  Epoxicarotenoides e

Cetoxicarotenoides) (FONTE: PACHECO, 2012).
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1.3.2.1.  Sistema cromoforo dos carotenoides

A capacidade de absorcdo de luz é de grande importancia por fornecer informacées
sobre a estrutura das substancias. Moléculas organicas podem absorver luz nas regides do
ultravioleta e do visivel e, como consequéncia, ocorrem transigdes eletronicas que resultam na
excitacdo da molécula (estado de maior energia). Nos carotenoides as transi¢cdes eletrénicas se
ddo dos orbitais ligantes aos orbitais antiligantes. O deslocamento dos elétrons através das
conjugacdes do croméforo promove um estado excitado da molécula relativamente de menor
energia, de modo que, em geral, a absorcdo de luz visivel é suficiente para promover as
transicbes, produzindo assim, o espectro visivel da estrutura quimica da substancia
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Assim, quanto maior 0 nimero de DLC, menos energia € necessaria para a excitacao
da molécula e, como consequéncia, o valor do comprimento de onda méaximo de absorcédo é
maior. Sao necessarias no minimo sete DLC ao carotenoide para a percepc¢ao da cor pelo olho
humano (1.3.4.3.5., pagina 43) (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Carotenoides aciclicos tém absor¢cdo maxima em comprimentos de ondas maiores,
enquanto que os carotenoides ciclicos com 0 mesmo nimero de DLC tem absor¢do maxima
em comprimentos de ondas menores. Isto se deve as conjugacdes estendidas ao anel e se
explica pela ocorréncia de tensGes de anel provocadas pelas DLC do anel ndo estarem
coplanares com o restante da cadeia, enquanto que a presenca de anéis sem DLC produz
pouco efeito sobre o espectro do composto (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Nos carotenoides oxigenados, a presenca de grupos hidroxila ndo afeta o croméforo da
molécula desde que ndo estejam em conjuncdo com as DLC do restante da cadeia. 1sso
explica os espectros do B-caroteno, da B-criptoxantina e da zeaxantina serem praticamente
idénticos (Figura 7 - A) (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).
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significativamente; B) Espectros da isomerizacdo cis (9 e 13) do p-caroteno. (FONTE: PACHECO,
2009).

1.3.2.2. Isomerizacéo

A isomerizacdo é uma das propriedades quimicas mais conhecidas dos carotenoides.
Algumas formas cis podem ocorrer naturalmente, como é o caso dos dois primeiros
carotenoides na rota biossintética, fitoeno e fitoflueno, que existem predominantemente na
configuracdo 15 cis. Sdo poucas as formas cis encontradas naturalmente porque a presenca da
dupla ligacéo cis cria obstaculo estérico entre grupos proximos, tornando a molécula menos
estavel. Assim, a maioria dos carotenoides existe na natureza na configuracdo trans, que é
mais estavel termodinamicamente (PENTEADO, 2003).

No caso dos carotenoides, a denominagédo trans ou cis é determinada pela disposicédo
dos substituintes da dupla ligagdo C=C. Assim, se 0s substituintes estiverem no mesmo lado
do eixo C=C, a dupla ligacdo é chamada de cis. Logo, se estiverem em lados opostos, a dupla
ligacdo é chamada de trans (PENTEADO, 2003).

O p-caroteno existe naturalmente na forma todo trans, que é termodinamicamente
mais estavel e menos solivel. No entanto, a ocorréncia de isdmeros cis tem sido relatada com

frequéncia, estimando-se na teoria que existam 272 possiveis isomeros do B-caroteno, sendo
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apenas 12 os ja detectados. Entre os mais facilmente formados estdo o 9 cis, o 13 cis (Figura 7
B) e 0 15 cis. No espectro visivel, os isdmeros cis se apresentam como uma nova banda de
absorc¢do préxima ou na regido ultravioleta. Quanto mais na regido central da molécula estiver
a isomerizacgdo cis, mais intenso sera o pico (COSTA, ORTEGA-FLORES e PENTEADO,
2001; PENTEADO, 2003).

A maioria dos carotenoides pode sofrer isomerizac¢ao ou, ainda, serem convertidos em
misturas de isbmeros geométricos em condi¢des especificas (PENTEADO, 2003). Por esta
razdo, os isdmeros tém sido considerados produtos indesejados produzidos durante o
processamento e estocagem de alimentos, exposicao a luz, calor, acidos (pH baixo), oxigénio,
enzimas (como as lipoxigenases) e etapas analiticas. Esses mesmos agentes podem produzir a
perda parcial ou total dos carotenoides, uma vez que a isomerizagdo cis esta relacionada a
diminuicdo da cor, perda da atividade pro-vitaminica A e quebra da cadeia (COSTA,
ORTEGA-FLORES e PENTEADO, 2002; PENTEADO, 2003).

Contudo, tem sido demonstrado em estudos recentes que o0s isdbmeros cis, em especial
0 9 e 0 13 cis, apresentam como vantagem a capacidade de se solubilizarem em micelas
lipidicas e, assim, permitir maior absorcdo da forma trans do [-caroteno por humanos,
favorecendo a biodisponibilidade deste nutriente (COSTA, ORTEGA-FLORES e
PENTEADO, 2002; FAILLA, CHITCHUMROONCHOKCHAI e ISHIDA, 2008). Ha ainda
evidéncia de que o isdmero 9-cis seria um antioxidante mais eficiente que a forma todo-trans
(COSTA, ORTEGA-FLORES e PENTEADO, 2002).

1.3.2.3. Sintese e biossintese de carotenoides

Os carotenoides sdo biossintetizados por vegetais, algas, fungos e bactérias. Os
animais ndo sintetizam carotenoides, embora possam modifica-los e armazena-los
(PENTEADO, 2003).

Os carotenoides sao biossintetizados pela via dos isoprenoides e terpenoides a partir da
acetil coenzima A, via acido mevalbnico, em que a primeira etapa da rota exclusiva dos
carotenoides é a condensacdo de duas moléculas Cyy, geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
formando o fitoeno, que é o precursor dos carotenoides com quarenta atomos de carbono.
Posteriormente, quatro insaturacfes geram os carotenoides aciclicos, entre eles o fitoflueno e
licopeno. O licopeno pode entdo sofrer ciclizacdo em um ou ambos os lados da cadeia
formando os carotenoides monociclicos (y-caroteno e d-caroteno) e diciclicos (a-caroteno e -

caroteno). As etapas de oxigenacdo levam a formacédo de alcoois, cetonas, epdxidos, além de
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outras modificagOes estruturais como esterificacdo (Figura 8), que sdo as etapas finais da
biossintese. Assim, 0s processos envolvidos a partir do licopeno s&o: hidrogenacéo,
desidrogenacéo, ciclizagcdo ou oxidagdo ou ainda uma mistura destes processos (PACHECO,
2009; PENTEADO, 2003).

Acido mevaldnico
Estagios iniciais
Geranilgeranil difosfato
l Formacao de fitoeno

Fitoeno

l Desaturagiao

Licopeno

l Ciclizacao
B-caroteno

l Hidroxilagio, etc.

Xantofilas

Figura 8. Fluxograma da biossintese de carotenoides (FONTE: VALDUGA et al., 2009).

A biossintese de carotenoides por fungos difere da biossintese por vegetais e bactérias
no que se refere a sintese do isopentinilpirofosfato (IPP). Nos fungos, a bissintese de
carotenoides é bem estabelecida, enquanto que em vegetais e bactérias nem todas as etapas
das reacGes foram elucidadas. Considerando a amplitude da classe dos carotenoides €
compreensivel que a biossintese tome proporcdes iguais (PENTEADO, 2003; PACHECO,
2009).

Em vegetais a sintese de carotenoides pode ter inicio junto com a formacéo do fruto ou
folhas, como é o caso dos frutos citricos e da banana e encontra-se ligada a clorofila. Em
frutos maduros sdo sintetizados simultaneamente com a degradacdo da clorofila, como é o
caso do tomate. Em ambos 0s casos, a pigmentacdo que revela a presenca de carotenoides
torna-se visivel apos a degradacdo da clorofila, que ocorre durante a fase de maturacdo até o
periodo de senescéncia (KOBLITZ, 2008; PACHECO, 2009).
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1.3.3. Fontes vegetais e fatores que afetam a composi¢do de carotenoides em

vegetais

Entre os vegetais, as principais fontes de carotenoides de interesse para a saude
humana sdo as folhas, frutos, tubérculos e grdos. Também sdo encontrados em éleos vegetais,
como é o caso do azeite de dendé. Os vegetais tém a capacidade de produzir carotenoides
continuamente a medida que “amadurecem”. Assim, é possivel encontrar pequenas
quantidades de precursores e derivados em alguns vegetais, 0 que proporciona uma
composicdo complexa e variavel (PENTEADO, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e
AMAY A-FARFAN, 2008).

Ha variacdo qualitativa e quantitativa da composicdo de carotenoides entre 0s vegetais.
As hortalicas verdes, folhosas ou ndo, possuem perfil qualitativo definido, sendo a luteina, o
[B-caroteno, a violaxantina e a neoxantina os principais carotenoides. Podem conter ainda
carotenoides minoritarios como a-caroteno, a- ou f-criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina e
luteina-5,6-epoxido. Nelas, a proporcdo relativa destes carotenoides €& razoavelmente
constante, mas as concentracdes absolutas ndo. Em vegetais verdes, os carotenoides s&o
encontrados dentro dos cloroplastos e as xantofilas (carotenoides oxigenados) ndo estdo
esterificadas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

Nos tubérculos e raizes como a cenoura, batata doce e abobora predominam 0s
carotenos, enquanto os carotenoides oxigenados predominam em grdos como o milho
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

As hortaligas frutos e as frutas apresentam composicédo de carotenoides mais complexa
e diversificada, com variacdes consideraveis mesmo entre 0s carotenoides principais. As
frutas contém poucos carotenoides em altas concentragdes e uma série de componentes
minoritarios em quantidades mais baixas ou em tracos. Os principais perfis encontrados em
hortalicas frutos e frutas encontram-se no Quadro 3. Nos frutos maduros, os carotenoides
estdo localizados em cromoplastos e 0s carotenois (carotenoides oxigenados) encontram-se,
em maioria, esterificados com acidos graxos (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e
AMAY A-FARFAN, 2008).
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Quadro 3. Principais perfis de carotenoides encontrados em frutas e hortalicas frutos.

Quantidades Carotenoides e Derivados Frutas ou Frutos Referéncia
Insignificantes Variados Péra
Baixo contetido Variados e pigmentos Uva

cloroplésticos

Tomate, melancia,

Expressivas Licopeno goiaba vermelha, RODRIGUEZ-
maméo vermelho AMAYA,
[-caroteno Acerola, buriti, KIMURA e
Predominéancia de tucuma AMAY A-
um carotenoide B-criptoxantina Damasco, péssego, FARFAN, 2008
caqui
Substanciais Epdxidos Manga, carambola
) ) Raros ou especificos da
Predominancia . Pimenta verde
espécie

Vaérios fatores podem afetar a composicdo qualitativa e quantitativa de carotenoides
em um mesmo alimento. Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008) consideram que
a variedade/cultivar, a estacdo do ano, a parte da planta amostrada, condi¢bes de plantio,
manuseio pés-colheita, processamento e condigbes de estocagem sdo responsaveis pelas
diferencas da composicdo de carotenoides em vegetais.

O estado de maturacédo afeta a composicéo de carotenoides, uma vez que 0 processo de
amadurecimento € acompanhado por intensa carotenogénese, com aumentos em tipos e
quantidades de carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN,
2008). No Quadro 4 pode-se observar a diferenca comparando amostras de manga
parcialmente maduras com mangas maduras, bem como de pitanga parcialmente madura e
madura (MERCADANTE e RODRIGUEZ-AMAYA, 1998; PORCU e RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008).

O clima e a localizacdo geografica também influenciam na composicdo de
carotenoides, uma vez que a radiacdo solar e as temperaturas elevadas promovem aumento na
biossintese de carotenoides. Assim, os carotenoides sdo responsaveis pela coloracdo dos

frutos tropicais, ao passo que frutas de clima frio sdo coloridas majoritariamente por
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antocianinas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008, DHUIQUE-
MAYER et al., 2009). Algumas diferencas podem ser observadas no Quadro 4 .
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Quadro 4. Perfil qualitativo e quantitativo de carotenoides de algumas frutas brasileiras.

Descricéo Procedéncia N Carotenoide Referéncia
a-caroteno  B-caroteno B-criptoxantina Licopeno Luteina Zeaxantina Violaxantina

Acerola (Malpighia SP 4 Tr 4,0 0,5 - Nq - N[0
glabra) CAVALCANTE
Acerola PE 8 01 26 3.6 : NG i Ng oDt
Acerola CE 4 Tr 22 2,1 - Ng - Ng ’
Acerola, quintal, SP 5 0,7 8,8 0,8 - 1,2 - 0,7
madura, sem casca
Acerola, polpa, 17 0,3 11 0,7 - 0,9 - 0,1 Rg[())g((:;ld;z-
congelada, 4 marcas AMAYA 2006
Acerola, suco, garrafa, 13 0,4 7,5 0,9 - 0,5 - Tr ’
3 marcas
Caju, alongado, SP 5 0,3 0,5 - - 0,1 - -
amarelo - 0,4 (E) 0,1 (E) - - - - ASSUMGAO e

. PI 5 0,2 0,6 0,6 - tr Tr 0,1
Caju alongado, amarelo - 05® 05© - - - : MERCAD'?NTE:
Caju, redondo PI 5 0,1 0,2 0,7 - tr Tr 0.1 2003
vermelho - 0,2 (E) 0,6 (E) - tr Tr 0,1
Caju, polpa, congelada, 20 0,3 1,0 0,5 - tr - - ~
frozen, 4 marcas - 0,8 (E) 0,4 (E) - - - - ASSUMCAO e

- MERCADANTE,
Caju, suco, 25 0,1 0,6 - - tr - - 2003b
concentrado, 5 marcas - 0,5 (E) 0,1 (E) - - - -
Manga Keitt, SP 3 - - TR - - 15
parcialmente madura 4,2 (E) tr(E) - - 0,3 (E) 11 (E) MERCADANTE

| = S S S 11720/
Manga Keitt, madura - 6.7 (E) 0.2 (E) - - 0.8 18 (E) ,
. BA 3 - 0,4 - - 32 MERCADANTE

Manga Keitt, madura i 15 (E) 0.3 (E) © 08()  21(E)  eRODRIGUEZ-
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Manga, suco, garrafa, 3 8 8,6 0,2 - - AMAYA, 1998

marcas -

Pitanga (Eugenia SP 5 - - 38 - -

uniflora), parcialmente 14 (E) 7,6 (E) 34(E) 31(B) 3,9 (E)

madura

Pitanga, parcialmente PR 5 - - 7,4 -

madura 1,4 (E) 7,0 (E) 70(E) 25(E) 3,0 (E) PORCU e
. SP 10 - - 76 - -

Pitanga, madura 35 (E) 12 (E) 71(E) 12 (E) 23 (E) RODRIGUEZ-
. PR 5 - - 15 - - AMAYA, 2006

Pitanga, madura 2,6 (E) 13(E) 14(E) 1,7(F) 2.1 (E)

Pitanga, suco, garrafa, 3 - - 27 - -

2 marcas 1,7 (E) 8,1 (E) 24 (E) 0,6 (E) -

Pitanga, polpa, 3 - - 18 - -

congelada 3,8 (E) 12 (E) 17(E) 1,0(E) -

Tr: Tracos. Ng: Nao quantificado. (E): trans.
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Manthey e Perkins-Veazie (2009) estudaram cinco cultivares de manga (Tommy
Atkins, Haden, Kent, Keitt e Ataulfo) provenientes de quatro paises (Brasil, México, Peru e
Equador) quanto aos teores de B-caroteno, encontrando diferencas nas concentragdes deste
caroteno associadas a cultivar, a regido de cultivo e periodo de colheita. Teores mais elevados
de B-caroteno foram encontrados na cultivar Ataulfo, produzida no México, enquanto a
cultivar Tommy Atkins apresentou 0s menores teores, especialmente a proveniente do

Meéxico.

1.3.4. Funcdes dos carotenoides

Como pigmentos, a presenca de um ou a combinagdo de mais carotenoides, conferem
cores que vao do amarelo ao vermelho, as frutas, verduras, raizes, aves, alguns peixes,
crustaceos e a certos microrganismos (CARDOSO, 1997; SILVA e MERCADANTE, 2002;
UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007; PACHECO, 2009).

1.3.4.1. Func0es dos carotenoides nos vegetais

Nas plantas, descobertas recentes demonstram que 0s carotenoides atuam como
precursores de compostos aromaticos e fragrancias, essenciais e caracteristicas a algumas
espécies (tabaco, frutas, vegetais), além de atuarem como estabilizadores de membrana,
pigmentos fotoprotetores e na fotossintese (OLIVEIRA, 2006; UENOJO, JUNIOR e
PASTORE, 2007).

O papel dos carotenoides na fotossintese esta bem estabelecido. Inicialmente, atuam
como antenas auxiliares que absorvem luz em regides do espectro visivel em que a clorofila
ndo absorve com eficiéncia. Posteriormente, transferem eficientemente a energia singlete-
singlete para a clorofila, que entdo a direciona para o centro da reacdo (CARDOSO, 1997).

O excesso de luz na planta, comum em regibes tropicais, induz ao estresse por foto-
oxidacdo (da clorofila pela alta radiacdo) e por foto-inibicdo (da proteina envolvida na
transferéncia de elétrons no Fotosistema II), exigindo a acdo dos carotenoides como
acessorios fotoprotetores (CARDOSO, 1997).

O mecanismo de acdo tem por principio a supressdao da excitacdo e, consequente,
formacdo de espécies reativas de oxigénio, geradas por radiacdo ou inibicdo da proteina do
Fotosistema Il. No primeiro caso, envolve a supressdo dos estados triplete da clorofila, via
sensibilizacdo, envolvendo transferéncia da energia triplete da clorofila para o carotenoide,

reduzindo a excitacdo e evitando a formag&o de oxigénio singlete (*O,) (CARDOSO, 1997).
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No segundo caso, a estabilidade do Fotosistema Il € restituida pela conversdo do
carotenoide violaxantina em zeaxantina, que € capaz de suprimir o estado excitado singlete da
clorofila. Com isso, a perda da proteina envolvida é restabelecida. Todos esses mecanismos
favorecem a manutencdo da estabilidade da membrana celular, mas ndo evitam danos
permanentes se a exposicdo a luz for excessiva e prolongada (CARDOSO, 1997; STREIT et
al., 2005).

O excesso de luz pode produzir a degradacdo dos carotenoides afetando a cor, o valor
nutricional e o perfil aromatico de 6leos essenciais, de frutas, vegetais e produtos de vegetais
(tabaco, cha, maracuja, carambola, espinafre, vinhos de uvas Chardonnay, mel, algas
comestiveis, acafrdo, canela, entre outros). Muitos carotenoides quando degradados servem de
precursores desses compostos de aroma por via enzimatica ou ndo enzimatica (foto-oxidacao,
auto-oxidacdo e degradacdo térmica) (UENOJO, JUNIOR e PASTORE; 2007).

A formacéo desses compostos envolve trés etapas: clivagem inicial pela dioxigenase;
seguida da transformacdo (reacdo de reducdo) enzimatica dos produtos da clivagem gerando
precursores de aromas (intermediarios polares) e conversdo (catalizada por é&cidos de
precursores ndo volateis) na forma ativa dos compostos aromaticos. Entre os carotenoides
precursores de aromas estdo a neoxantina, luteina e o P-caroteno (Figura 9) (UENOJO,
JUNIOR e PASTORE; 2007).

A _oH
| | o
e T Ve S N S Y

Z 2
- L2 =
Carotendide OH
HO' /< neoxantina

I Clivagem l

A0

AN

Produtos de j\ o S J\ J |ﬁ
clivagem HO™ (j:\ R T e VD D

oxidativa )
"Grasshopper ketone"
B=caroteno

I Reducio enzimitica | Clivagem l

o
Precursores \r >< \/Jk
| _on ]
de aroma P
HO S -
l B=ionona

I Conversao

I
Compostos AN
de aroma “

B-damascenona A B

Figura 9. Formacdo de compostos aromaticos a partir de carotenoides: A - Esquema geral de
formacdo de compostos aromaticos por clivagem de carotenoides; B — Formagdo de B-ionona

a partir do -caroteno (Adaptado de: UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007).
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1.3.4.2.  FuncOes dos carotenoides nos animais

As cores sdo extremamente importantes na natureza, em especial as produzidas por
carotenoides, pois apresentam funcgdes atrativas, de sinalizacdo e comunicacdo entre espécies.
A coloracdo dos frutos maduros atrai agentes dispersores de sementes, como passaros e
mamiferos. Para peixes e aves, a coloracdo é importante na ocasido da corte nupcial, o que
garante a perpetuacdo da espécie, além de servir de sinalizacdo, defesa, mimetismo, entre
outras fungdes. O amarelado caracteristico de algumas carnes de peixe, promovido pelo
crescimento de bactérias produtoras de carotenoides, serve como indicador de qualidade do
produto (PACHECO, 2009).

Os animais ndo os sintetizam e dependem da alimentacdo para obté-los. Apés a
absorcdo, os carotenoides sdo convertidos em vitamina A e armazenados nos tecidos ou
levemente modificados, formando carotenoides tipicos de animais, como € o caso da
astaxantina (UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007; RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e
RODRIGUEZ-FARFAN, 2008; PACHECO, 2009).

1.3.4.3. Funcdes dos carotenoides em humanos

Em humanos, diversas funcdes sdo atribuidas aos carotenoides. A mais conhecida é a
capacidade de conversdo em retindis (provitamina A). Atuam também em processos celulares,
modulam a resposta inflamatdria, agem na protegdo contra o cancer, prevencao de doencas
cardiovasculares, como pigmentos maculares dos olhos, prevencédo de catarata e, ainda, como
antioxidantes. O licopeno, o B-caroteno, o a- caroteno, a luteina, a B-criptoxantina e a
zeaxantina sdo 0s principais carotenoides envolvidos na saide humana e podem, portanto, ser
encontrados no plasma sanguineo (Figura 10). Destes, quase todos sdo facilmente encontrados
nos alimentos, com exce¢do da zeaxantina, enquanto que o B-caroteno é o mais amplamente
distribuido (SILVA e MERCADANTE, 2002; PENTEADO, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA e
KIMURA, 2004).
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Figura 10. Estrutura quimica dos carotenoides considerados importantes para a saude humana
(FONTE: Adaptado de RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004).

1.3.4.3.1. Como antioxidantes

Em sistemas bioldgicos, diversas reacbes podem resultar em formacdo de espécies
reativas de oxigénio gque danificam o DNA. O efeito protetor dos carotenoides contra algumas
doencas esta intimamente relacionado a sua capacidade antioxidante isolada ou de acéo
sinergistica com outras substancias (vitaminas C e E) (UENOJO, JUNIOR e PASTORE,
2007).

O mecanismo de acdo antioxidante dos carotenoides difere das classes dos
antioxidantes convencionais ja conhecidos e existem varios mecanismos de acdo propostos
(KRINSKY e JOHNSON, 2005). A explicacdo mais aceitavel consiste na sua habilidade de
sequestrar ou inativar o 'O, (oxigénio singlete ativo) por uma reacdo que envolve
transferéncia de elétrons entre o oxigénio e o carotenoide, conforme exemplificado abaixo
(CARDOSO, 1997; KRINSKY e JOHNSON, 2005; UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007):

'0,+ CAR — 30, + °CAR
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O carotenoide no estado excitado formado pode voltar ao estado inicial, facilmente,
dissipando energia na forma de calor (CARDOSO, 1997; KRINSKY e JOHNSON, 2005;
UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007):

SCAR — CAR +calor

Entretanto, alguns estudos sugerem que o0s carotenoides ndo sejam catalisadores
perfeitos de reacBes, podendo gerar, inclusive, subprodutos oxigenados e assumir acdo pro-
oxidante em algumas reacGes com oxigénio. Esse efeito pro-oxidante é observado quando
altas concentragdes de carotenoides séo submetidas a altas pressdes de oxigénio. Em pressoes
parciais de oxigénio, ou seja, na maior parte das condices fisiolégicas ou em concentracdes
normais isso ndo acontece (CARDOSO, 1997; KRINSKY e JOHNSON, 2005; UENOJO,
JUNIOR e PASTORE; 2007).

A interacdo dos carotenoides com radicais livres pode gerar reacdes adicionais, apos a
liberacdo do *CAR (UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007):

R+ CARH) — RH + °CAR

O 3CAR ao reagir com uma molécula de oxigénio pode levar a formagdo de um
peroxido (UENOJO, JUNIOR e PASTORE, 2007):

SCAR + 0, —» RO,

Contudo, no meio bioldgico, em condigdes fisiolégicas normais, 0s carotenoides
encontram-se associados a outros sistemas de 0xido-redu¢do como o acido ascorbico € o a-
tocoferol, e sua acéo € sinérgica (UENOJO, JUNIOR e PASTORE; 2007).

A capacidade de sequestro do oxigénio singlete estd relacionada a sua estrutura
quimica, ou seja, ao extenso sistema de duplas ligagdes conjugadas. Quanto mais duplas
ligacbes (a partir de nove), maior a protecdo conferida pelo carotendide. Dentre 0s
carotenoides com reconhecida atividade antioxidante, relevantes na sadde humana,

encontram-se a luteina, a zeaxantina, o a-caroteno, o 3-caroteno e o licopeno.
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O licopeno, substancia aciclica, é considerado o mais eficiente de todos os
carotenoides, inclusive em relagdo ao B-caroteno, que € diciclico (RODRIGUEZ-AMAYA e
KIMURA, 2004; RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

1.3.4.3.2. Na resposta inflamatéria

O estresse oxidativo, caracterizado por intensa sobrecarga de radicais livres, €
extremamente lesivo as estruturas celulares. As células submetidas ao estresse liberam
biomarcadores que sinalizam a agressdo ao sistema imunoldgico desencadeando uma resposta
inflamatoria. A quantidade de carotenoides encontrados no sangue excede a atividade da
enzima que os converte em pro-vitamina A (retinol), fornecendo indicios de sua participacao
na modulac&o da resposta inflamatéria (THURNHAM, 2007).

Estudos que reportam o B-caroteno no plasma de individuos com baixas concentracdes
de retinol, bem como a reducdo das concentragdes sanguineas de carotenoides durante
processos infecciosos confirmam essa suposicdo (THURNHAM, 2007). A persisténcia do
estresse oxidativo pode lesar o DNA, possibilitando a carcinogénese.

1.3.4.3.3. Na prevencao do céancer e atividade celular

Na década de 80 e inicio da década de 90, muitos estudos retrospectivos (caso-
controle) e prospectivos (coorte), realizados em diversos paises, demonstraram que 0
consumo alimentar de f-caroteno ou sua concentracdo plasmatica, diminuiam a incidéncia de
cancer e doencas cardiovasculares. Contudo, estudos de intervencéo realizados posteriormente
mostraram aumento na incidéncia de cancer de pulmédo em fumantes e trabalhadores expostos
ao amianto associado ao consumo de PB-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA,
2004).

Posteriormente, foi observado que nos estudos acima, o [B-caroteno havia sido
administrado em doses muito superiores (5-6 vezes >) do que os niveis de IDR considerados
6timos em estudos populacionais. Também foi assumida a possibilidade de acdo sinérgica
entre outros carotenoides e demais componentes da dieta. Por outro lado, os pacientes em que
foi registrado aumento na incidéncia de cancer, possivelmente encontravam-se em um estagio
elevado de dano tal, por serem fumantes excessivos ou pacientes expostos longamente ao
amianto (reconhecido cancerigeno), que os efeitos dos carotenoides ja ndo seriam eficientes
(RODRIGUEZ-AMAY A e KIMURA, 2004).

Como consequéncia, os carotenoides sdo reconhecidos por sua importancia na

prevencdo do cancer, ndo isoladamente e em altas concentra¢fes, mas sim em conjunto com
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outros carotenoides e demais substancias bioativas existentes em cada alimento. Assim, a
acdo seria resultado de sinergismo entre dois ou mais compostos ou por efeito complementar,
considerando que cada substancia possui mecanismo de acdo especifico (RODRIGUEZ-
AMAYA e KIMURA, 2004).

Os principais carotenoides relacionados a proteg¢ao contra o cancer sdao o licopeno, o 3-
caroteno ¢ o a-caroteno, embora 0s mecanismos de acdo ainda ndo estejam esclarecidos, bem
como a participagéo efetiva de outros carotenoides. Contudo, as fungdes que os carotenoides
desempenham nas células ajudam a elucidar essas questdes (KRINSKY e JOHNSON, 2005,
RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

O crescimento celular é regulado pela comunicacdo entre as células. Entre células
saudaveis, a comunicacdo ocorre por meio de juncdes porosas que permitem a difusdo de
moléculas com peso molecular abaixo de 1000 daltons. Os carotenoides sdo capazes de
aumentar o niamero de poros estimulando a comunicacdo celular. Esse estimulo justifica os
resultados encontrados na literatura sobre o efeito dos carotenoides nas células tumorais, uma
vez que aumentando a comunicacdo celular pode-se induzir apoptose (morte celular) ou
propiciar o desenvolvimento de células (Quadro 5) (KRINSKY e JOHNSON, 2005,
RODRIGUEZ-AMAY A, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

Quadro 5. Estudos que relacionam carotenoides ao crescimento de células tumorais.

) . . Efeito no crescimento .
Células Tumorais Carotenoides Referéncia
tumoral
Pancreas, estdmago e KRINSKY e JOHNSON,
a-caroteno | 50%
neuroblastoma 2005;
Mama, endomeétrio, . KRINSKY e JOHNSON,
§ . ] | (4-10 vezes) mais que
figado, pulmdes, pele Licopeno 2005; UENQJO, JUNIOR e
] o e B-caroteno
e bexiga PASTORE; 2007)
. i ] . ) UENOJO, JUNIOR e
Céncer de prostata Licopeno 1 0 risco de crescimento
PASTORE; 2007
B-caroteno, neoxantina,
. i . UENOJO, JUNIOR e
Cancer de préstata fucoxantina, fitoflueno e ¢- Jo crescimento
PASTORE; 2007
caroteno
. i Fitoeno, cantaxantina, ) UENOJO, JUNIOR e
Cancer de prostata ) ) s/ efeito
zeaxantina e B-criptoxantina PASTORE; 2007
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1.3.4.3.4. Na prevencao de doengas cardiovasculares

A oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é fator de risco para doengas
cardiovasculares. As LDL também sdo as principais transportadoras do [(-caroteno e do
licopeno. Este fato associado a capacidade desses carotenoides de reagirem com os radicais
peroxil reforca a ideia da atuagdo destes carotenoides na protecdo contra a arteriosclerose e
doencas coronarias, por evitarem a oxidacdo das LDL (UENOJO, JUNIOR e PASTORE,
2007).

Estudos recentes tém comprovado que o consumo de alimentos a base de tomate, que
séo ricos em licopeno, promove a reducgédo da oxidacdo das LDL (Quadro 6). Foi confirmado
que a absorc¢do do licopeno de produtos processados € mais eficiente do que do produto in
natura, pois o processamento térmico permite a liberacdo do licopeno de outros compostos,
tornando-o mais biodisponivel (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004; UENOJO,
JUNIOR e PASTORE, 2007).

Quadro 6. Efeitos dos carotenoides em doencgas cardiovasculares.

Tipo de Populacao Carotenoides Efeito Protetor .
. Referéncias
Estudo/Duracéo Estudada Estudados Cardiovascular
. . . KOLHMEIER et
Multicéntrico 10 paises europeus Licopeno 1
al.,1997
] ] a-caroteno e KOLHMEIER et
Multicéntrico 10 paises europeus N&o observado
[-caroteno al.,1997
Prospectivo de 7,2 .
Mulheres Licopeno 0 SESSO et al.,2003
anos
Prospectivo de 12 a-caroteno e OSGANIAN et
Mulheres EUA 0
anos [B-caroteno al.,2003
] Licopeno, -
Prospectivo de 12 . i OSGANIAN et
Mulheres EUA criptoxantina, N&o observado
anos al.,2003

luteina e zeaxantina

1.3.4.3.5. Na protecdo macular e visao

A existéncia de um pigmento de cor amarela na regido central da retina denominada
mécula ou macula ldtea, termo este originado do latim macula (ponto) lutea (amarelo), foi

relatada pela primeira vez em 1782. Anos mais tarde, em 1945, estudos demonstraram que a
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absorcdo de luz do pigmento macular era tipica dos carotenoides, especificamente das
xantofilas. Somente em 1985, a separacdo dessas substancias por cromatografia liquida e a
analise dos seus espectros permitiram identificd-las como sendo as xantofilas luteina e
zeaxantina (DAVIES e MORELAND, 2004).

Na macula encontra-se a fovea, regido central da visdo, e os cones, fotoreceptores
responsaveis pela distingdo das cores (Figura 11). A imagem formada nesta regido é de alta
resolucdo espacial, com grande nitidez e percepcdo de cores. A degeneracdo macular é a
principal causa da perda de visdo em idosos (DAVIES e MORELAND, 2004; RODRIGUEZ-
AMAYA e KIMURA, 2004).

A posicdo da retina determina que o seu centro esteja focado na luz de comprimento
de onda de 560 nm, sendo a cor verde, referente a este comprimento de onda, 0 maximo da
sensibilidade do olho humano. Enquanto que os comprimentos de onda referentes ao azul e ao
vermelho se localizam nas extremidades, representando menor sensibilidade (DAVIES e
MORELAND, 2004).
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Figura 11. Representacdo do olho humano e localizacdo da fovea central e macula lutea
(FONTE: RHCASTILHOS, 2012)

56



A luteina e a zeaxantina encontram-se na extremidade do olho humano, onde a
sensibilidade € menor. A soma dos espectros desses dois carotenoides promove uma zona de
absorcdo muito eficiente na faixa de 400 a 500 nm. Na prética, esses carotenoides funcionam
como filtro para a luz azul, que embora possua alta energia, ao chegar a retina apresenta baixa
resposta visual (DAVIES e MORLAND, 2004).

560nm

Luteina

A\

— Zeaxantina

= Sensibilidade olho humano

Aumento

da energia

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectros de absorcdo da luteina, zeaxantina e do olho humano. (FONTE:
PACHECO, 2009).

A acdo protetora da retina pelos pigmentos maculares é atribuida a capacidade
antioxidantes destes carotenoides. A retina € um tecido delicado que ndo possui a capacidade
de se regenerar apos sofrer danos. Possui funcgdo vital (responsavel pela visdo) e é considerada
o0 tecido com maior atividade metabolica do organismo. Por esta razdo, a camada
fotoreceptora é mantida altamente oxigenada e com grandes concentracfes de acidos graxos
poli-insaturados (DAVIES e MORLAND, 2004).

Tanto a localizacdo quanto a funcdo da retina a tornam sujeita a danos. Esses danos
podem ser provocados pela radiacdo incidente ou gerados por processos internos, como a
formacdo de espécies reativas de oxigénio. Os pigmentos maculares atuam como barreira
fotoprotetora, diminuindo a luz de baixos comprimentos de onda e neutralizando as espécies
reativas de oxigénio geradas pela luz ou por processos internos (DAVIES e MORLAND,
2004).
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No olho, a zeaxantina e a luteina também s&o encontradas no cristalino. Os mesmos
mecanismos de acdo descritos anteriormente séo atribuidos a esses pigmentos e se relacionam
com a protecdo desta lente contra a radiacdo UV e radiagdo azul. A deficiéncia desses
carotenoides esta associada ao risco aumentado de catarata, bem como a ingestdo esta
associada a reducdo do risco. A catarata € uma doenca dos olhos que se apresenta pelo
embacamento progressivo, podendo levar a cegueira. Atualmente a extragdo do cristalino
comprometido pela doenca é uma das cirurgias mais frequentemente realizadas em idosos
(RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004).

1.3.4.3.6. Como pro-vitamina A

De todas as atividades atribuidas aos carotenoides na salde humana, a que mais se
destaca é sua capacidade de conversdo em precursores de vitamina A. Segundo Ambrosio,
Campos e Faro (2006), dos mais de 600 carotenoides conhecidos, aproximadamente 50 séo
precursores de vitamina A.

A vitamina A participa da manutengdo do crescimento normal de estruturas 0sseas, de
tecidos epiteliais prevenindo a queratinizacdo, além de ter importancia na modulacdo da
resposta imunoldgica, eficiéncia da reproducdo, prevencdo de doencas e protecdo ocular
(PENTEADO, 2003).

O termo vitamina A € utilizado para designar compostos quimicos especificos como
retinol e seus ésteres ou, ainda, compostos com atividade bioldgica semelhante a do retinol. A
vitamina A é a mais estudada das vitaminas por desempenhar diversas funcdes no corpo
humano e também por sua deficiéncia representar grandes agravos em salude publica (SOUZA
e BOAS, 2002).

A deficiéncia prolongada dessa vitamina, conhecida como hipovitaminose A, é um
problema de grande impacto nutricional em todo o mundo, quase sempre associada a
desnutricdo energético-proteéica, infeccBes parasitarias, doencas diarréicas, deficiéncias de
zinco e disturbios hepéticos. Todos esses problemas sdo conhecidos em paises em
desenvolvimento e atingem principalmente as populagdes de risco: criangas, idosos e
gestantes (PENTEADO, 2003).

A hipovitaminose A é uma doenca que afeta as estruturas de diversos 6rgaos sendo no
olho seu efeito mais grave. Quando instalada, a doenca se manifesta por diminuicdo da
sensibilidade da retina a exposicdo luminosa no periodo noturno. Se ndo tratada, a sequéncia

de alteracGes no epitélio corneal provoca uma sindrome ocular conhecida como xerofltalmia,
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que pode levar a cegueira parcial ou total. Chegando-se a esse nivel, a doenga é irreversivel,
tornando-se um problema de alto impacto em salde coletiva considerando a populacéo
atingida (PENTEADO, 2003).

A ocorréncia da deficiéncia de vitamina A é um problema de saude publica mundial
sendo registrada em criangcas na Africa do Sul, em pré-escolares nas llhas Mashall e
Honduras, em escolares na Costa do Marfim e em gestantes na India, Nepal e Malawi.
Estima-se que 2,8 milhdes de criancas em idade pré-escolar correm o risco de cegueira por
hipovitaminose A e outras 251 milhdes tém a salde e sobrevivéncia seriamente
comprometidas (HESS, THURNHAM e HURRELL, 2005; WHO, 2012).

No Brasil, a deficiéncia de vitamina A, juntamente com anemia e desnutrigdo
energético-protéicas, ainda sdo considerados um dos mais importantes problemas nutricionais
em varias regides, em especial no Nordeste (PENTEADO, 2003).

Os principais carotenoides presentes nos alimentos que apresentam atividade de pro-
vitamina A sdo o0 B-caroteno, o a-caroteno e a fB-criptoxantina. A atividade de precursor de
retinol depende da estrutura quimica do carotenoide. A estrutura deve possuir a0 menos um
anel B-ionona ndo substituido ligado a cadeia poliénica de 11 carbonos. Como o B-caroteno
possui dois anéis B-ionona ndo substituidos em ambos os lados de uma cadeia de duplas
ligacGes conjugadas, € considerado o carotenoide com a maior atividade pro-vitamina A
(100%). Os demais carotenoides possuem apenas um anel e, portanto, 50% de atividade.
(PENTEADO, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004).

As recomendacdes de ingestdo dos carotenoides mencionados sdo baseadas no
aumento do consumo de frutas e vegetais, para inclusive contemplar outros compostos ativos
que permitem o sinergismo de acdo e seus beneficios. Com isso, é valido conhecer a

composicao e suas respectivas quantidades nos alimentos.

1.3.5. Métodos de analise de carotenoides

A metodologia analitica usual para identificacdo e quantificacdo de carotenoides é a
cromatografia, que consiste em arrastar os componentes de uma determinada amostra com o
uso de um solvente. A cromatografia (chrom de cor e graphe de escrever) foi descrita pela
primeira vez em 1906, pelo botéanico russo Mikhael Semenovich Tswett que utilizou colunas
de vidro recheadas de varios sélidos, divididos finamente, para separar componentes de

extratos de folhas e de gema de ovo. A partir de entdo, a técnica foi aperfeicoada e varios
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tipos de cromatografia foram desenvolvidos, inclusive a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1997).

No entanto, a cromatografia em coluna aberta (CCA) de carbonato de célcio ainda é
utilizada na separacdo de carotenoides em amostras complexas, também na pré-purificacéo de
amostras complexas e na preparacdo de padrdes analiticos (RODRIGUEZ-BERNALDO et
al., 2006). Os dados mais antigos sobre a composicdo qualitativa e quantitativa de
carotenoides em alimentos no Brasil foram obtidos por cromatografia de coluna aberta (CCA)
e o0s recentes, obtidos por CLAE, tém sido confirmados muitas vezes por CCA ou
espectrometria de massas (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

Atualmente, a técnica analitica mais utilizada para analise de carotenoides é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e apresenta como vantagens: rapidez,
simplicidade, reprodutibilidade, maior capacidade de resolucdo, precisdo e sensibilidade
(PENTEADO, 2003). Varios metodos em fase normal e reversa foram desenvolvidos para
separacdo de carotenos e xantofilas. Os detectores utilizados sdo o ultravioleta-visivel (UV-
VIS) e o detetor de arranjo de fotodiodos (DAD). Entretanto, para matrizes muito complexas
ou para confirmacdo da identidade do carotenoide, o detetor de espectrometria de massas €
utilizado (RODRIGUEZ-BERNALDO et al., 2006).

A primeira etapa da analise de carotenoides € a extracao. A escolha do melhor solvente
para extracdo sera determinada pelo tipo de amostra, do seu processamento e da sua
composicao de carotenoides. Normalmente, solventes organicos misciveis com a agua, como
a acetona, sdo utilizados na extracdo de amostras frescas e solventes imisciveis, como o éter
de petrdleo, sdo usados na extracdo de amostras secas ou liofilizadas (MERCADANTE,
1999). Uma vez que os carotenoides sdo altamente instaveis quando isolados, sdo utilizados
alguns antioxidantes como o hidroxibutiltolueno (BHT) no intuito de diminuir as perdas
(RODRIGUEZ-BERNALDO et al, 2006).

A necessidade de hidrolisar os ésteres de carotenoides e remover lipidios e clorofilas
que interferem na andlise justifica a etapa de saponificacdo. A saponificacdo consiste em
expor o extrato obtido na etapa de extracdo a uma determinada concentracdo de hidroxido de
potassio por um periodo de tempo, seguida de sucessivas lavagens para retirada do alcali. As
xantofilas presentes em frutas, geralmente estdo esterificadas com acidos graxos, desse modo,
a saponificacdo € indispensavel para a correta identificacdo dos carotenoides
(MERCADANTE, 1999; PENTEADO, 2003).
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Embora a saponificacdo possibilite melhores resultados do ponto de vista qualitativo, o
mesmo ndo ocorre em termos quantitativos. Essa etapa aumenta o tempo de anélise o que
juntamente com a exposicdo ao alcali pode provocar a formacdo de produtos secundarios
indesejaveis, mediante a isomerizacao, resultando, por exemplo, na perda dos carotenoides.
Os carotenos, pro-vitaminicos, resistem a saponificacdo, contudo, perdas consideraveis de
carotenoides oxigenados tém sido relatadas com frequéncia (KIMURA, RODRIGUEZ-
AMAYA e GODOY, 1990; SA e RODRUIGUEZ-AMAYA, 2003).

A fase mdvel influencia a separacdo de carotenoides. A presenca de agua influencia a
separacdo de carotenoides polares, enquanto carotenoides apolares sdo relativamente
insensiveis a sua presenca. Separacdes completas sdo obtidas com fases ndo aquosas de
metanol e éter metil-terc-butilico (MTBE), inclusive do licopeno que € retido em fases
metanolicas, embora a acetona possa ser utilizada com o mesmo propdsito (SANDER,
SHARPLESS e PURSCH, 2000).

A coluna C30 é utilizada preferencialmente por sua eficiéncia na seletividade, tanto de
carotenoides quanto de seus isdmeros, e por fornecer retencdo adequada para resolucéo de
carotenoides polares, 0 que garante maior exatidao e confiabilidade dos resultados (NUNES e
MERCADANTE, 2006).

Os padroes analiticos com o nivel de pureza exigidos para a calibracdo disponiveis no
mercado sdo de alto custo, dependendo de importacao, além de ndo haver garantias de entrega
em condi¢cdes adequadas de armazenamento, o que pode comprometer toda a analise
(PACHECO, 2009). Padrdes de alguns tipos de carotenoides ndo estdo disponiveis
comercialmente, o que tem levado muitos pesquisadores a produzirem os padrdes utilizados
em suas analises a partir da sua extracdo de fontes naturais e seu isolamento prévio por CCA
(MERCADANTE, RODRIGUEZ-AMAYA e BRITTON, 1997; PACHECO, 2009).

1.3.6. Efeitos do processamento e estocagem na composicdo de carotenoides

Os carotenoides sdo estaveis quando estdo no interior da célula dos vegetais, onde se
encontram ligados a proteinas (carotenos) e complexados a &cidos graxos (xantofilas).
Entretanto, por serem compostos altamente insaturados, quando isolados sdo sensiveis a luz,
ao oxigénio, ao calor, &cidos (perdas de carotenos), alcalis (perdas de xantofilas) e acédo
enzimatica, principalmente por lipoxigenases. A exposicdo a agentes agressores promove a
formacdo de isbmeros geométricos (cis) e pode conduzir a destruicdo da molécula (COSTA,
ORTEGA-FLORES e PENTEADO, 2002; PENTEADO, 2003).
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Sabe-se que a biossintese de carotenoides continua mesmo apds a colheita,
aumentando o teor de carotenoides em frutas e outras hortalicas desde que o produto seja
mantido intacto. O corte e a trituracdo ativam a liberacdo de enzimas (lipoxigenases) que
catalisam a oxidacdo dos carotenoides, principalmente carotenos, além de aumentar a
exposi¢cdo ao oxigénio. A causa principal de perdas de carotenoides durante o processamento
ou estocagem é a oxidacdo, enzimatica ou ndo. Em muitos alimentos, a oxidacdo enzimatica
provoca maiores perdas do que a degradacdo térmica ou oxidacdo ndo enzimatica
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

No caso especifico das frutas, a remoc¢édo da casca e a elaboracéo de sucos resultam em
perdas consideraveis de carotenoides. Estdo descritos na literatura cientifica exemplos que
demonstram perdas na maioria das vezes, sendo maiores nos sucos e menores em polpas
congeladas, como pode ser observado no Quadro 4 para acerola, caju, manga e pitanga.

A retencédo de carotenoides diminui independentemente do tipo de processamento e do
vegetal a ser processado, em funcdo do tempo e da temperatura de processo. Para aumentar a
retencdo de carotenoides, recomenda-se diminuir o tempo e a temperatura de processamento,
diminuindo assim o tempo de exposicdo aos agentes que causam as perdas desses compostos
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

De modo geral, o congelamento preserva os carotenoides. Porém, o descongelamento
lento pode ser prejudicial se ndo foi realizado branqueamento prévio, pelos fatores associados
ao binébmio tempo/temperatura de exposicdo (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e
AMAY A-FARFAN, 2008).

Lopes, Mattietto e Menezes (2005) em estudo da estabilidade da polpa de pitanga sob
congelamento por 30, 60 e 90 dias, referiram perda significativa de carotenoides totais nos
primeiros 30 dias de estocagem, sem decréscimo posterior.

Agostini-Costa, Abreu e Rossetti (2003) referiram perdas de 20% para B-caroteno no
4° més de estocagem por congelamento e de 37% para B-criptoxantina no 1° més de
estocagem por congelamento da polpa de acerola.

Contudo, Fernandes e col. (2007) ndo encontraram diferencas significativas nos teores
de carotenoides totais em suco de goiaba pasteurizado previamente ap6s 30 dias de
congelamento.

Alternativas para aumentar a retencdo e reduzir as perdas de carotenoides em frutas,
requerem a adocdo de métodos que excluam o oxigénio, como acondicionamento a vacuo,

utilizacdo de embalagens impermeaveis ao oxigénio, aplicacdo de atmosferas inertes, protecao
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contra luz, além do armazenamento em baixas temperaturas (RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA e AMAY A-FARFAN, 2008).

1.4. Microfiltragdo

Carotenoides, assim como outros compostos, sdo bastante sensiveis, podendo ser
degradados por varios fatores como temperatura, presenca de oxigénio, luz, umidade, pH e
duragdo do tratamento ao qual o alimento foi submetido (CORREIA, FARAONI e
PINHEIRO-SANTANA, 2008), o que justifica a busca de processos tecnolégicos que
minimizem estas perdas.

Processos tecnoldgicos alternativos que minimizem perdas de nutrientes pelo calor e
promovam a esterilidade comercial do produto final podem e devem ser otimizados. Os
processos de separacgdo por filtragdo por membranas sdo opg¢des viaveis por envolverem baixo
consumo de energia, reducdo do nimero de etapas de processamento, maior eficiéncia na
separacdo, maior qualidade do produto final, aumento na recuperagdo de suco, reducdo da
viscosidade, esterilizacdo a frio para envasamento asséptico e minimizacdo de residuos com
recuperacdo da fracdo retida (MILNES, BRESLAU e REARDON, 1986; STRATHMANN,
1990).

No sistema convencional de filtracdo, a alimentacdo e o escoamento do fluido séo
perpendiculares a superficie da membrana (Figura 13), o que provoca o entupimento dos
poros por deposicdo de solutos com maior facilidade e exige a interrupcdo do processo para
limpeza ou substituicdo do filtro. Os sistemas de filtracdo por membranas que utilizam a
filtracdo tangencial (Figura 13), consistem na alimentacdo pressurizada do fluido paralelo a
superficie da membrana. Esse tipo de filtracdo € mais eficiente por minimizar a deposicdo de
solidos, uma vez que a velocidade promove o arraste dos solutos que tendem a se acumular na
superficie da membrana, permitindo a obtencdo da fracdo permeada (clarificada) e do
retentado (fracdo concentrada), que é recirculado no sistema (PAULSON, WILSON e
SPATZ, 1984).
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Figura 13. Diferencas entre a filtracdo perpendicular e a filtragdo tangencial (FONTE: Adaptado de
CHERYAN, 1998).

Os processos com membranas mais conhecidos e utilizados sdo a microfiltracdo (MF),
ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF), pervaporacdo (PV) e osmose inversa ou reversa (OR).
O que diferencia os processos sdo os tipos de membrana utilizados, o mecanismo de
separacdo e a pressao utilizada. Na MF, UF e NF o mecanismo de separacdo € a permeacgao
(filtracdo) enquanto que na PV e na OR o mecanismo de separacdo se baseia no coeficiente de
difusdo (pressdes) dos componentes através da membrana. Assim, na MF, UF e NF sédo
utilizadas membranas porosas e na PV e OR sdo utilizadas membranas densas
semipermeaveis e esses processos sao geralmente utilizados em etapas de pré-processamento
para concentracdo (CHERYAN, 1998; MATTA et. al., 2004).

Na Figura 14 sdo observados os tipos de processos com membranas de acordo com
suas aplicaces e faixas de pressao.

Na UF sdo utilizadas pressdes compreendidas entre 10 a 200 psi (0,5 a 13 Bar) e
membranas com abertura de poro de 10 A a 0,45 pm, sendo o material retido de maior peso
molecular como proteinas e polissacarideos e na fracéo filtrada sdo encontrados aculcares, sais
dissolvidos e agua. Na MF a faixa de pressdo utilizada é de 1,0 (0,05 Bar) a 25 psi (2,0 Bar) e

a abertura de poro de membrana de 0,1 a 10 um, o material retido contém peso molecular de
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500 kDa aproximadamente e na fracdo filtrada sdo encontrados &gua e sélidos dissolvidos
(SCHNEIDER e CZECH, 1994).
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Figura 14. Processos com membranas: utilizacdo e faixa de pressdo. (FONTE: Adaptado de
SIEGIRST e JOSS, 2004).

A microfiltracdo (MF) pode entdo ser definida como mecanismo de filtragdo por
membranas que utiliza a pressdo como forca motriz, sendo sua habilidade de separacdo
baseada no tamanho das particulas, ou seja, seu peso molecular. O mesmo se aplica a UF e a
NF (CARVALHO, GAVA e ABADIO, 2002).

A utilizacdo de sucos de frutas clarificados por processos com membranas de
microfiltracdo ja € uma realidade no mercado internacional e varios trabalhos cientificos
reportam formas de aplicacdo da tecnologia de membranas, quer seja na elaboracdo de
bebidas gaseificadas, energéticas e/ou isotonicas (CARVALHO et al., 1998, CARVALHO,
GAVA e ABADIA, 2002, MATTA, CABRAL e SILVA, 2004, PALLET et al., 2005,
CIANCI et al., 2005).

As exigéncias do mercado consumidor, no que diz respeito a sucos de frutas
clarificados, levam a investigacdo das suas caracteristicas nutricionais quanto a composicdo
fisica, quimica, qualidade sensorial e microbioldgica, uma vez que nos processos de

clarificacdo com membranas de ultrafiltracdo (UF), com ou sem prévio tratamento, Varios
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compostos de valor nutricional e sensorial podem ndo ser recuperados no suco
permeado/clarificado ou, ainda, serem retidos na polpa concentrada ou na camada de
compactacao sobre a superficie das membranas, como reportado por Carvalho, Gava e Abadio
(2002). Portanto, a avaliacdo de perdas de nutrientes apds a clarificacdo de sucos e polpas por
microfiltracdo se faz necesséria.

O mecanismo de separacdo parece ser bem mais complexo sofrendo influéncias da
configuracdo do equipamento, da pressdo, da temperatura, da dindmica do fluido, da
composicdo da membrana e da superficie da membrana (KOSEOGLU, RHEE e LUSAS,
1989). De acordo com Cheryan (1998) a natureza da membrana controla quais componentes
permeardo e quais ficardo retidos de acordo com seu peso molecular ou tamanho de

particulas, sendo entdo o principal fator envolvido nos processos.

1.5. Tipos de membranas

As membranas sdo estruturas essenciais em processos de UF e MF. A escolha do tipo
de membrana sera determinada pelo produto final desejado. Elas foram criadas e sé&o
produzidas em diversos materiais como acetato de celulose, polissulfona (PS), polietersulfona
(PES), ceramica, fluoreto de polivinilideno (PVDF), nylon, metais ou polimeros inorganicos
(CARVALHO, 2004). A espessura, o diametro dos poros (que afetardo a seletividade), a
permeabilidade a agua e a porosidade séo as caracteristicas mais importantes das membranas.
Outras caracteristicas ndo menos importantes sdo os fluxos de permeado e as resisténcias
térmica, quimica e mecanica (OSTERGAARD, 1989).

Para Cheryan (1998) a membrana tem como funcdo principal servir de barreira
seletiva, permitindo a passagem de alguns componentes de uma mistura e retendo outros. A
seletividade de separacdo se relaciona com as dimensdes da molécula ou particula de
interesse, 0 tamanho do poro, a difusibilidade do soluto na matriz e as cargas elétricas
associadas.

A escolha do sistema de membranas deve levar em consideracdo a porosidade e o
coeficiente de retencdo da membrana (HABERT, BORGES e NOBREGA, 1997). Nos
processos de UF e MF o principal fator relacionado a seletividade de separacdo € a diferenca
de tamanho entre moléculas e particulas e o didmetro do poro da membrana, que sdo
tradicionalmente porosas e permitem a passagem de solvente e de solutos menores (NUNES,
1994).
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O tamanho do poro da membrana indica a massa molecular de corte (MWC ou cut
off), ou seja, a massa molecular do menor componente que ficara retido com eficiéncia
minima de 95%. Geralmente, a unidade mais utilizada para a massa molar de corte é o Dalton
(Da) para separacdo de macromoléculas especialmente na UF. Membranas de MF possuem
poros normalmente maiores que as membranas de UF, sendo definido o didmetro do poro em
micrometros (um) (MODLER, 2000). Segundo Vaillant e col. (2001) membranas com
didmetro de poro menor que 0,2 um permitem a passagem de nutrientes e componentes
aromaticos caracteristicos, preservando o frescor e 0 aroma natural além de reter bactérias, o
que garante a esterilizacao a frio.

A porosidade difere do tamanho ou diametro dos poros da membrana. Trata-se da
relacdo entre a parte sélida e os poros da membrana ou a “quantidade de vazios” de sua
estrutura, sendo expressa em poros/cm’ (densidade dos poros). Assim, quanto maior a
porosidade, menor sera a resisténcia ao fluxo de solvente através da membrana (CHERY AN,
1998).

Existem membranas de diversas configuracdes conforme pode ser observado na Figura
15 (quadro e placas — A, tubular — B, fibra oca — C e em espiral — D) que séo produzidas a
partir de duas classes distintas de material, os polimeros constituidos de material organico
(acetato de celulose, poliamidas, polissulfonas, polifluoreto de vinilideno, entre outros) e os
inorganicos (metais e materiais ceramicos). De acordo com a evolucdo tecnoldgica, as
membranas sdo denominadas como sendo de 1% 22 e 32 geracdo (CHERYAN, 1998). As
diferencas entre as principais membranas utilizadas em processos de MF podem ser
visualizadas no Quadro 7.

Ainda se classificam em isotropicas e anisotropicas. Carvalho (2004) denomina
membranas isotrépicas aquelas que possuem regularidade no didmetro do poro, enquanto nas
anisotrdpicas ha assimetria entre o diametro dos poros entre um lado e o outro.

Membranas anisotropicas ainda se subdividem em assimétricas e compostas. As
assimétricas possuem uma pelicula extremamente fina (0,2-1,0 um) sobre um suporte poroso
de mesmo material. Nas compostas, 0 material da pelicula é diferente e 0 processo obtido em
duas etapas (CARVALHO, 2004).
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Quadro 7. Diferencas entre as principais membranas utilizadas em processos de MF (SUTHERLAND

e FREE, 1991; ZANINI, 1994; CHERYAN, 1998).

Acetato de Celulose Polissulfona Polietersulfona .
Membranas Ceramica
(AC) (PS) (PES)
Classificacéo . . x x
. 12 Geragéo 22 Geracdo 22 Geracdo 32 Geragdo
Tecnologica
Custo Baixo Baixo Baixo Elevado
Temperatura Até 30 °C Até 125°C Até 125°C Até 400 °C
Abaixo de 3 e
pH ] 1lal3 lal3 0al4
Superior a 8
Presséo - 2a8Bar 2a8Bar Até 20 Bar
) Baixa tolerancia ao Suporta a caustica  Suporta a caustica e
Limpeza L . .- )
cloro e 4cida acida
Sensiveis a acdo Alta estabilidade, . Sé&o quimicamente
o o Alta estabilidade, .
microbiana, rigidez e o o inertes e menos
Geral rigidez e resisténcia

principalmente resisténcia a suscetiveis a perda da

a oxidacdo
bolores

oxidacéo capacidade de permeacéo

Existem ainda, as chamadas Membranas Dindmicas Auto-Formadas — Self-forming

Dynamic Membranes formadas pela propria solucdo a ser clarificada/permeada
(CARVALHO, 2004). Caracterizam-se pela deposicdo de compostos organicos e inorganicos
sobre o suporte poroso durante o processo de filtragdo, sob determinadas pressdes. Esse
comportamento envolve dois fendmenos que sdo a formacdo da camada de gel subsequente a
polarizacdo de concentracdo, que ocorrem da seguinte forma: o soluto € carreado por
conveccao até a superficie da membrana; nela, o solvente permeia a membrana deixando o
soluto para tras; como a taxa de permeacdo do solvente é mais elevada que a de difusdo do
soluto, o mesmo se acumula na superficie da membrana (polarizacdo de concentracdo),
podendo formar a camada gel. Nos dois casos, o fluxo do processo passa a ser controlado pela
permeabilidade da camada polarizada ou pelo gel formado. Esses fendmenos sdo responsaveis
pelas diferencas entre o fluxo de permeado inicial e final comparado com o fluxo de agua
pura (CHERYAN, 1998).

As particulas maiores ou macromoléculas favorecem a polarizacdo de concentracao e a
formacdo da camada gel pelo acimulo de solutos na superficie da membrana. Essas
membranas dindmicas auto formadas também reduzem o fluxo de permeado, mas de modo
reversivel, sendo minimizada por condi¢bes de escoamento (tipo de fluxo tangencial) ou
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aumento da pressdo, estratégias essas que permitem elevar relativamente a permeabilidade
(CARVALHO, 2004; MAGALHAES et al., 2005). So ainda importantes por minimizarem
um problema comum de compactacao e obstrugéo interna do poro, evitando a queda do fluxo
e perda da integridade e vida Gtil da membrana durante os processos de UF e MF, além das
vantagens de facilidade de recuperacdo e remocdo de residuos, podendo se formar a partir de
diferentes materiais (CARVALHO, 2004).

Particulas ou moléculas menores que o didmetro do poro da membrana permeiam
livremente a interface da membrana e podem ficar retidas no interior dos mesmos, causando o
fendmeno conhecido como entupimento ou bloqueamento chamado por Cheryan (1998) de
colmatagem. Isso pode resultar em queda do fluxo provocada pelo menor diametro do poro ou
ainda perda total da vida Gtil ou da integridade da membrana pelo bloqueio, muitas vezes
irreversivel (MAGALHAES et al., 2005). Em caso de obstrucio dos poros, 0 médulo deve ser
desmontado para limpeza, entretanto, dependendo do material da membrana os procedimentos
de limpeza podem ser ineficientes, comprometendo ou inviabilizando sua reutilizagéo
(CHERYAN, 1998).

Assim, para Merlo e col. (1993) o maior problema relacionado aos processos com
membranas, afetando inclusive a viabilidade econdémica dos mesmos, é conhecido como
fouling e caracteriza-se pela queda do fluxo que ocorre de modo irreversivel, responsavel pela
perda da integridade e vida Gtil da membrana durante os processos de UF e MF. Diferencia-se
dos demais fendmenos citados apenas no que se refere a possibilidade de reversdo da queda
do fluxo e recuperacdo da permeabilidade hidraulica da membrana com possibilidade de
reutilizacdo da mesma, assumindo que a camada gel, a polarizacdo de concentracdo e a
colmatagem podem ocasiona-lo. Contudo, Oliveira e col. (2006) bem como outros autores
(VAILLANT et al., 2001; SILVA et al., 2005) definem o fouling como o conjunto de
fendmenos capazes de provocar uma queda no fluxo durante os processos de UF e MF.

A clarificacdo é utilizada para retirada de substancias indesejaveis ao suco, sendo
assim, geralmente os componentes quimicos diminuidos no suco clarificado sdo aqueles de
maior peso molecular. Em relacdo a carboidratos, pectina e amido, por terem maior peso
molecular, sdo responsaveis pela turbidez da polpa e, por isso, indesejaveis no clarificado, e
comumente ficam retidos. Dissacarideos e monossacarideos podem estar reduzidos em funcéo
da seletividade imposta pelo diametro de poro da membrana. Entretanto, os aclcares possuem
menor peso molecular em comparacdo com outras moléculas, como proteinas e lipidios.

Assim, as condicGes do processo que incluem: diametro de poro da membrana, pressao
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aplicada, tipo de fluxo e processo e a polarizacéo de concentragéo, certamente influenciam os
resultados obtidos na clarificagcdo de sucos (WANG, WEI e YU, 2005).

A determinacédo da permeabilidade a diferentes pressdes previamente aos processos de
clarificacdo é de grande importéncia para determinar as condi¢des da membrana, garantir sua
integridade e as mesmas condi¢cOes para processos subsequentes. Quando realizada entre 0s
processos, permite identificar se houve entupimento dos poros da membrana (CARVALHO,
2004).

A hidrolise enzimética prévia ao processo pode minimizar o fouling (VAILLANT et
al, 1999; DE PAULA et al, 2004), porém, nem sempre é uma opcao, tendo em vista que a
reducdo das particulas pode induzir o fouling pelo entupimento interno dos poros da
membrana, com possibilidade de perda irreversivel de sua capacidade de filtracdo (BARROS
et al, 2003; CIANCI et al, 2005; SILVA et al, 2005; CASTRO, ABREU e CARIOCA, 2007).
Pallet e col. (2005) testaram dois tipos de tratamento enzimatico prévio ao processo de MF
em suco de laranja, obtendo melhores resultados em termos de fluxo de permeado e qualidade
do permeado para apenas um dos tratamentos, indicando que o tipo de enzima utilizada pode
interferir no processo e na qualidade do produto final obtido.

As exigéncias do mercado consumidor no que se refere a sucos de frutas clarificados
se baseiam em dois pontos: transparéncia e homogeneidade considerando a manutencdo das
caracteristicas nutricionais e sensoriais do suco natural (VAILLANT et al, 2001). Para
Venturini Filho, Dornier e Belleville (2003), o suco clarificado deve diferir do suco natural na
consisténcia pela auséncia de polpa, sem turbidez, sem atividade enzimatica e
microbiologicamente estavel quando o diametro do poro € igual ou menor que 0,3 um e
possuir composicao quimica similar ao suco natural.

A retencdo de carotenoides nos processos com membranas tem sido estudada apenas
para carotenoides totais ou licopeno (PALLET et al., 2005; SILVA et al, 2005). Maiores
teores de carotenoides tém sido associados a hidrélise enzimatica prévia, como no caso de
sucos de goiaba, laranja e maracuja (PALLET et al., 2005; SILVA et al, 2005). Contudo, 0s
achados reportados para sucos de laranja por Pallet e col. (2005) demonstram que nem todos
0s tratamentos enzimaticos sdo eficazes para aumentar os teores de carotenoides. Entretanto,
0S mesmos autores reportaram boa concentracdo de licopeno em suco de melancia clarificado
por MF em membranas de 0,2 um de didmetro de poro sem tratamento enzimatico prévio,

indicando que a matriz da fruta determinara a utilizacdo ou ndo do tratamento enzimatico.
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Portanto, vale investigar se entre os carotenoides totais encontrados na polpa de
cagaita encontram-se precursores da vitamina A, como o isémero trans do p-caroteno, em
quantidades significativas, ou outros carotenoides com alguma atividade relacionada a
promocdo de salde, bem como investigar se a utilizacdo de processos com membranas de
microfiltracdo para a obtencdo de sucos clarificados podem reduzir perdas ocasionadas pelo
processamento térmico. Na possibilidade de confirmacdo de alguma dessas hipoteses, havera

agregacdo de valor a fruta, aumentando seu potencial comercial.

2. Objetivos:

2.1. Geral:

Caracterizar a polpa da cagaita (Eugenia dysenterica DC) quanto a sua composicao
fisica e quimica e avaliar possiveis perdas de carotenoides da polpa integral apos clarificacdo
por microfiltragdo.

2.2. Especificos:

- Obter polpas de cagaita clarificadas em sistema de membranas de microfiltracéo;

- Determinar os teores de carotenoides totais e dos carotenoides e isdmeros individualmente
encontrados nas polpas integrais e clarificadas;

- Determinar a composicao centesimal quanto ao tamanho de particulas, os teores de umidade;
cinzas, proteinas, carboidratos e lipidios, o teor de sélidos solaveis (°Brix) e pH das polpas
antes e apos a clarificacéo e,

- Determinar a qualidade microbioldgica das polpas integral e clarificada.

3. Material e Métodos:

3.1. Matéria-Prima:

Foram adquiridos da cooperativa Benfruc, situada em Damiandpolis, no estado de
Goiés, 64 litros de polpa de cagaita integral. A polpa adquirida foi produzida (Figura 16) a

partir dos frutos da cagaita (Eugenia dysenterica DC.) madura colhidos, manualmente, entre
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os dias 21, 22, 24, 25, 29 e 30 de novembro de 2009, na cidade de Damianopolis, no estado de
Goias. Apos a higienizacdo (imersdo em hipoclorito de sddio 200 ppm) e selecdo, os frutos
foram triturados com casca, porém sem sementes, embalados em sacos de polietileno,
mantidos sob congelamento a -10 °C até a realizacdo dos processos de microfiltragdo
(clarificagdo) por membranas e as demais andlises no Laboratorio de Tecnologia e Analise
Instrumental de Alimentos/UFRJ, e no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de
Farméacia/UFRJ, Rio de Janeiro.

COLHEITA

$

LAVAGEM E HIGIENIZACAO

}

ESMAGAMENTO/TRITURACAO EM PENEIRA

v

ACONDICTONAMENTO E CONGELAMENTO

Figura 16. Fluxograma de producéo de polpa de cagaita.

3.2. Delineamento dos experimentos:

As polpas comerciais foram descongeladas, divididas em 3 (trés) lotes e identificadas
como Lote 1: as polpas produzidas a partir dos frutos colhidos entre os dias 21 e 22
totalizando 22,2 litros; Lote 2: com frutos colhidos entre os dias 24 e 25, contendo 20 litros e
Lote 3: colhidos entre os dias 29 e 30 com 21,8 litros. Em seguida, cada lote foi
homogeneizado e armazenado em recipientes de PVC com capacidade de 1 L. As amostras
foram congeladas a -10 °C, em freezer, até 0 momento da execucdo dos experimentos, que
tiveram inicio em maio de 2010. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Inicialmente, foram realizadas analises de carotenoides totais para identificar
diferencas entre os lotes. Com base nos dados da Tabela 1, o Lote 3 foi selecionado para

realizacdo do processo de microfiltracdo por membranas. Contudo, o rompimento de uma
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borracha de vedagdo contaminou 0 suco, o processo foi entdo descontinuado e a amostra
descartada. Uma segunda tentativa foi realizada com o Lote 2, mas houve ruptura abrupta da
membrana aos 40 minutos de processo, inviabilizando o mesmo e a amostra. Assim, as
analises apresentadas nesse estudo, se referem ao Lote 1, que serd identificado como polpa de

cagaita.

Tabela 1. Carotenoides totais da polpa de cagaita (Eugenia dysenterica DC).

Amostras Carotenoides totais (/g)
Lote 1 8,22 + 0,06*
Lote 2 7,94 +0,11*
Lote 3 8,72 +£0,13*

Resultados expressos em média de trés extragfes e DP. * As amostras na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P< 0,05).

3.3. Composigéo centesimal das polpas:

3.3.1. Proteinas

Foram pesados aproximadamente 0,5 g para analise de proteinas das polpas integral,
concentrada e clarificada. Foi utilizado o método Kjeldahl de acordo com os procedimentos
preconizados pelo Instituto Adolfo Lutz (2005).

Todas as analises foram realizadas de acordo com os procedimentos preconizados
pelo Instituto Adolfo Lutz (2005). O teor de carboidratos foi calculado por diferenca. Os

resultados obtidos foram expressos pela média + desvio padrao.

3.3.2. Umidade

Para determinacdo da umidade foram pesados aproximadamente 4 g das polpas
integral, concentrada e clarificada. O procedimento adotado foi o preconizado pelo Instituto

Adolfo Lutz (2005), gravimetricamente, até peso constante em estufa 105 °C.

3.3.3. Lipidios

Para determinacdo de lipidios, foram utilizados os pesos das amostras secas (3 ¢
aproximadamente) das polpas integral, concentrada e clarificada. Os lipidios foram
determinados apds extracdo direta em Soxhlet, de acordo com o0s procedimentos preconizados
pelo Instituto Adolfo Lutz (2005).
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3.3.4. Cinzas

Foram pesados 3 g (aproximadamente) das polpas integral, concentrada e clarificada
para determinacédo do teor de cinzas por incineracdo em mufla a 450 °C.

3.3.5. Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado por diferenga, de acordo com os procedimentos
preconizados pelo Instituto Adolfo Lutz (2005).

3.4. Solidos Solaveis:

O teor de sélidos sollveis (°Brix) das polpas integral, concentrada e clarificada foram
determinados em refratdbmetro de Abbé, com leitura direta a 20 °C (A.O.A.C., 1998) em

triplicata.

3.5. pH:

O potencial hidrogenionico das polpas integral, concentrada e clarificada foi
determinado utilizando-se potenciémetro da marca METROHM 632, apos calibragdo com
tampdes 4 e 7 (A.O.A.C. Método 94527, 1998).

3.6. Analise do Tamanho de Particulas:

O tamanho de particulas presentes em sucos e polpas de frutas é utilizado para avaliar
e observar a viscosidade antes e ap0s a hidrolise enzimatica (em caso de hidrolise enzimatica),
dentre outras finalidades (CARVALHO, 2004). A andlise da frequéncia e o tamanho de
particulas da polpa integral foi determinada por método 6tico de difracdo e reflexdo com raio
laser, em analisador de particulas ANALYSETTE 22, Fritsch GmbH, Malaysic. Os
parametros experimentais para a realizacdo da andlise consistiu na agitacdo da amostra a 49
rpm, velocidade da bomba de 29 rpm, distancia da célula de 57 mm a 474 mm, faixa de leitura
de 1,04 pm a 1250,45 um, sem a utilizacdo de ultra-som (CARVALHO, 2004). Analise foi

realizada pela Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro.

3.7. Microfiltracao e clarificacdo das polpas:

Foram descongelados 10 litros de polpa de cagaita do Lote 1 e, a seguir, peneirados
para retirada de material insolavel, o qual poderia causar o entupimento dos poros,

comprometendo a integridade da membrana, dificultando o processo. Utilizou-se volume de
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8,9 litros na alimentacdo do sistema de membrana de MF, apds retirada de 1,1 L na etapa de
filtracdo em peneira da polpa de cagaita.

As polpas foram clarificadas em sistema PROTOSEP 1V da Koch Industries (Figura
17), equipado com membrana tubular de polietersulfona com didmetro médio de poro de 0,3
um, utilizando-se pressées de 0,5; 1,0; 1,5 e, 2,0 Bar para estabelecer o melhor desempenho
em termos de fluxo de polpa permeada, ficando estabelecida a pressdo de 2,0 Bar para
realizacdo do experimento. A polpa clarificada foi mantida congelada até o momento das

anélises.

Membrana

Alim@wﬁeﬁo 1“

——

Saida do
Clarificado

Figura 17. Foto do Sistema PROTOSEP IV da KOCH Industries de filtracdo por membranas.

3.7.1. Limpeza do sistema de membranas:

Antes do processo, foram realizadas etapas de limpeza para recuperar a
permeabilidade hidraulica da membrana. O procedimento de limpeza foi realizado como
descrito por Carvalho (2004) e consistiu em:

» Recirculacdo de agua destilada para remogéo de qualquer residuo do sistema antes do

processo inicial e qualquer residuo de polpa nos processos subsequentes;
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» Adicdo de solucdo de hipoclorito de sddio a 1% (pH 11) a 45 °C por 30 minutos na
pressdo de 1,0 Bar;

» Desinfeccdo da membrana com perdxido de hidrogénio a 1%, seguida de lavagem
com solucédo de hidroxido de potéssio em agua ultrapura nas mesmas condicoes;

> Para retirada total da solucdo final, &gua destilada é recirculada e trocada a cada 5

minutos até o total de 30 minutos.

3.7.2. Permeabilidade hidraulica da membrana:

A permeabilidade hidraulica da membrana PES de 0,3 um, foi medida 5 vezes em
cada uma das pressoes: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 Bar, em temperatura ambiente (22-24 °C). O tempo
(em segundos) foi mensurado de acordo com o volume recolhido (mL). O fluxo hidraulico foi
calculado pela formula:

J=Vl/at

Onde:

J = fluxo permeado;

V = volume de 4gua permeada;

a = area de membrana (0,05 m?);

t = tempo (hora).

3.8. Analises microbioldgicas:

A ANVISA estabelece padrdes microbiologicos para polpas de frutas comerciais, que
incluem a contagem de bolores e leveduras, coliformes totais e fecais e Salmonella sp por
meio da Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001. A cagaita € descrita por Roesler et
al. (2007), como um fruto bastante susceptivel a processo fermentativo, quando exposta ao
sol. O pH da polpa também favorece o crescimento de uma microflora limitada a bactérias
laticas e aceticas, bolores e leveduras, que sdo capazes de comprometer a qualidade do
produto, representando riscos ao consumidor (CARVALHO, 2004). Por estas razdes e, ainda,
para confirmacdo da eficiéncia da MF como processo de esterilizacdo a frio, a analise
microbioldgica foi realizada.

As polpas (integral e concentrada) e o suco clarificado foram analisados quanto a
contagem padrdo em placas (CPP), bolores e leveduras, coliformes totais e fecais e pesquisa
de Salmonella segundo Speck (1984) pelos laboratorios: Laboratério de Microbiologia de
Alimentos — Instituto de Microbiologia Paulo de Goes/UFRJ e Laboratorio de Controle

Microbioldgico de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LACMAC) — Faculdade de
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Farméacia/UFRJ. Os resultados foram comparados aos padrdes estabelecidos para sucos de
frutas sequndo Resolugdo RDC 12/2001 do Ministéerio da Salde.

3.9. Carotenoides totais apds extracdo por solventes:

Os carotenoides totais foram analisados por espectrofotometria, na faixa do espectro
visivel, com leitura a 450 nm segundo metodologia de Rodriguez-Amaya e Kimura (2004),
otimizada por Pacheco (2009), em triplicata. As amostras foram retiradas do freezer 24 horas
antes de iniciar a analise e acondicionadas sob refrigeracdo para que descongelassem. No dia
da realizacdo das andlises, as amostras foram retiradas da refrigeracdo e colocadas sob a
bancada, protegidas da luz por papel aluminio por aproximadamente 10 minutos para que
atingissem a temperatura ambiente. As amostras foram pesadas, inicialmente, em balanca
digital, Bioprecisa, modelo FA — 2104N, devidamente calibrada, e seus pesos descritos na
Tabela 1. Fixou-se peso entre 10 e 11 g, pois este se mostrou massa minima determinada para
que a amostra se situasse na faixa de linearidade (0,2 — 0,8) de absorbancia do
espectrofométro. Com a ajuda de um bastdo de vidro, a amostra foi transferida para almofariz.
Foram adicionados 3 g de celite (454 — Tedia) e feitas adi¢cdes de 25 mL de acetona (grau
CLAE - Tedia®) para a maceracéo com a utilizacdo de pistilo, formando uma pasta, que foi
transferida para funil com placa sinterizada (n° 4) acoplado a um kitasato de 250 mL e filtrada
a vacuo. Este procedimento foi repetido por 3 vezes até que a amostra fosse esgotada
(incolor).

O extrato obtido foi transferido para funil de separacdo de 500 mL, contendo 40 mL de
éter de petréleo (grau CLAE - Tedia®). A remocdo da acetona foi realizada com agua
deionizada, ultrapura (Ultrapurificador de dgua, da Gehaka, modelo Master P&D), adicionada
lentamente para evitar a formacdo de emulsdo. A fase inferior foi descartada e este
procedimento para remocdo da acetona repetido quatro vezes, isto €, até que ndo mais
houvesse residuo de acetona na fase aquosa. O extrato foi transferido para baldo volumétrico
de 50 mL, ambar, utilizando-se funil contendo 15 gramas de sulfato de sodio anidro e o
volume completado com éter de petroleo. A seguir, foi realizada a leitura da amostra, em
espectrofotbmetro, na faixa do espectro visivel no comprimento de onda de 450 nm,
utilizando éter de petrdleo como “branco”. Para o célculo do teor de carotenoides totais foi
utilizada a féormula a seguir, onde:

Teores de carotenoides (p/g)= A x V (mL) x 10*
A ' xP(g)
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A= Absorbancia
V= Volume total de extrato
P = Peso da amostra

A ™ =2592 (Coeficiente de Absorcio do B-caroteno em éter de petréleo)

Apos a leitura em espectrofotdmetro, uma aliquota de 2 mL do extrato foi retirada com
pipetadora automatica e transferida para frasco &mbar de 4 mL, devidamente identificado,
seca sob fluxo de nitrogénio, adicionada de um cristal de BHT, congelada a -10 °C e enviada
ao Laboratério de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro para realizacdo da analise cromatogréfica. As
analises foram realizadas em triplicata. As amostras (extrato seco) foram, entdo, ressuspensas
em 100 pL de acetona, colocadas sob agitacdo em vortex Genie 2 (Scientific Industries) e
transferidas para frasco ambar de 2 mL com redutor de volume, para a realizagdo das analises
por CLAE.

3.10. Carotenoides totais apo6s a saponificacéo a frio:

ApoOs a extracdo por solventes, acima descrita, até a etapa de transferéncia para baldo
volumétrico ambar de 50 mL, o extrato etéreo foi transferido para erlenmeyer @mbar com
rolha esmerilhada de 125 mL. Foi adicionado o mesmo volume (50 mL) de solucdo de
hidroxido de potassio 10% p/v em metanol, a mistura foi submetida a fluxo de nitrogénio, foi
adicionado 1% de BHT e, em seguida, o erlenmeyer foi fechado e envolto em papel aluminio
laminado, visando preservar a amostra. A mistura foi entdo mantida em repouso por 16 horas
em refrigerador (modelo DF47 - Eletrolux®). Apos esse periodo, o extrato foi submetido a
sucessivas lavagens (totalizando 4) em funil de separacdo e, posteriormente, transferido para
baldo volumétrico ambar de 50 mL e o volume completado com éter de petréleo. Em seguida,
foi realizada a leitura da absorbancia da amostra, em espectrofotdmetro (Thermo Fisher
Scientific modelo Evolution 60), na faixa do espectro visivel no comprimento de onda de 450
nm, utilizando éter de petréleo como “branco”, conforme preconizado por Rodriguez-Amaya
e Kimura (2004) e otimizado por Pacheco (2009). Para o calculo do teor de carotenoides

totais foi utilizada a férmula, a seguir:

Teores de carotenoides (p/g)= A x V (mL) x 10*
A ' xP(g)
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Onde:

A= Absorbéancia

V= Volume total de extrato

P = Peso da amostra

A ™ =2592 (Coeficiente de Absorcio do B-caroteno em éter de petréleo)

Apos a leitura em espectrofotdmetro, uma aliquota de 2 mL do extrato foi retirada e
transferida para frasco ambar de 4 mL devidamente identificado, seca sob fluxo de nitrogénio,
adicionada de BHT, congelada a -10 °C e enviada ao Laboratério de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) da Embrapa Agroinddstria de Alimentos, Rio de Janeiro para
realizacdo da andlise cromatogréafica. As analises foram realizadas em triplicata. A seguir, as
amostras (extrato seco) foram resuspensas com 100 pL de acetona, colocadas sob agitagdo em
vortex Genie 2 (Scientific Industries) e transferidas para frasco &mbar de 2 mL, com redutor

de volume, para a realizacdo das analises por CLAE.

3.11. Sistema cromatogréafico

As anélises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram realizadas
em cromatografo da marca Waters 2695 - Modelo Alliance, com detector Waters 996, rede de
Diodo UV/Visivel de 350 nm a 600 nm, operado pelo software Empower. A coluna utilizada
para as analises foi a C30 YCM Carotenoid S-3 (4,6 mm x 250 mm) de fase reversa da
Waters. A fase movel foi composta de metanol (Tedia, grau CLAE) e éter metil terc-butilico
(Tedia, grau CLAE), segundo metodologia de Rodriguez-Amaya e Kimura (2004) otimizada
por Pacheco (2009). Foi utilizado como padrdo um mix de carotenoides extraidos de fontes
naturais, de acordo com metodologia desenvolvida por Pacheco (2009). A composi¢cdo do

gradiente se encontra no Quadro 8.

3.11.1. Condicdes cromatograficas

As condicdes cromatogréaficas utilizadas foram:
Temperatura do forno da coluna cromatografica em 33 °C;
Fluxo da fase mével a 0,8 mL/minuto;

Volume de injecao de 15uL;

Tempo de andlise de 28 minutos;

YV V. V V V

Gradiente de eluicdo: fases mdveis: A) Metanol e B) Eter metil-terc-butilico.
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Quadro 8. Composi¢do do gradiente da fase mdvel utilizada nas analises.

Tempo em minutos % Fase A
Inicial 80
0,50 75
15,00 15
15,05 10
16,50 10
16,55 80
28,00 80

3.11.2. Padrao mix de carotenoides

% Fase B
20
25
85
90
90
20
20

O padrdo mix de carotenoides, utilizado para a analise cromatogréafica, foi produzido

por técnica validada por Pacheco (2009). O padrdo contendo sete (7) carotenoides foi

produzido a partir do isolamento de carotenoides de matrizes naturais (Quadro 9) por CCA

(Cromatografia em Coluna Aberta) composta de partes iguais de 6xido de magnésio e celite,

ativados por 4 horas em estufa a 110 °C e compactada com sistema de vacuo por 1 hora. O

padrédo deve ter pureza minima de 90% para ser considerado satisfatorio.

Quadro 9. Padrdes isolados de carotenoides

Carotenoide

B-caroteno
a-caroteno
Luteina

Violaxantina

B-criptoxantina
Licopeno

Zeaxantina

Matriz

Cenoura
Cenoura
Espinafre
Pimentdo
amarelo
Caqui rama forte
Caqui rama forte
Laranjinha de

jardim

Fonte: (PACHECO, 2009).

Utilizada na

Massa (g)

Extracao
15
15
50

30

50
50

10
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Etapas da

Extracao

Né&o saponificado

Saponificado

% de Pureza

92-98,5
93-98,4
95,8-97,6

96,0

90,8-92,8
97,5-97,8

90,2-97,9




Os padrdes isolados foram diluidos em solvente especifico de cada carotenoide e
quantificados por espectrofotometria em comprimento de onda especifico para o carotenoide
analisado (Quadro 10). Cada padrdo isolado foi armazenado em ampola, contendo BHT e
selado. As ampolas foram congeladas a -10 °C. A concentracdo de cada padrdo foi de 50
pg/mL.

Quadro 10. Valores de solventes, comprimento de onda e absortividade molar adequados
para quantificacdo dos carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Carotenoide Solvente Comprimento de Absortivj:/iade

onda em nm molar A~ 1cm
B-caroteno Eter de Petroleo 450 2592
a-caroteno Eter de Petroleo 444 2800
Luteina Etanol 445 2550
Violaxantina Etanol 440 2550
B-criptoxantina  Eter de Petroleo 449 2386
Licopeno Eter de Petrdleo 470 3450
Zeaxantina Eter de Petroleo 449 2348

Foram descongeladas 10 ampolas de cada um dos sete carotenoides, perfazendo um
total de 70 ampolas. O so6lido em cada ampola foi ressuspenso em éter de petroleo e
transferido para baldao volumétrico de 200 mL ambar. As ampolas foram rinsadas e o0 volume
completado com éter de petroleo. A solucdo continha 500 pg de cada carotenoide e a
concentracdo final de cada carotenoide era de 2,5 pug/mL. Aliguotas de 2 mL da mistura
multipadrdo foram transferidas para ampolas, posteriormente foram secas sob fluxo de
nitrogénio em banho de areia a 35 °C, acrescidas de BHT e congeladas a -10 °C. Assim, cada

mistura multipadrdo continha 5 pg de cada um dos 7 padrdes isolados.

3.11.3. Curva de calibracéo

Para a construcdo da curva de calibracdo uma ampola foi descongelada e os sélidos
ressuspensos em 1 mL de acetona e agitacdo em vortex. Aliquotas foram retiradas e
transferidas para frascos de 2,0 mL, cada aliquota correspondendo a um ponto da curva de

calibracdo. O solvente de cada frasco foi evaporado sob fluxo de nitrogénio e ressuspenso em
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100 pL de acetona. Em seguida foram transferidos para frascos com redutores de volume e
analisados por CLAE. Cada aliquota foi injetada em triplicata para obtengdo de uma curva de
calibragdo de 7 carotenoides com faixa de trabalho de 7 pontos. A concentracdo final
estabelecida para cada ponto da curva de calibracdo se encontra no Quadro 11. Os
coeficientes de determinacdo (r’) e equacBes das retas para cada carotenoide pode ser
observado na Figura 18.

Quadro 11. Volumes das aliquotas da mistura multipadrdo e concentracao final dos pontos da
curva de calibragdo aproximados (PACHECO, 2009).

Ponto da Curva de Concentracgéo Final
) Volume da Aliquota pL
Calibracéao pg/mL
1 10 0,5
2 30 15
3 50 2,5
4 70 3,5
5 100 5,0
6 130 6,5
7 160 8,0
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Figura 18. Curvas de calibracio dos sete carotenoides e respectivos coeficientes de determinacéo (r?)
e equacdo das retas (FONTE: PACHECO, 2009).

O perfil cromatografico da mistura multipadrdo e os espectros obtidos (Figura 18)

foram salvos como Method Set do software Empower, para comparacdes posteriores.
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Figura 19. Perfil cromatogréfico e espectros obtidos da mistura multipadrées (PACHECO, 2009).

3.11.4. Identificacdo e quantificacdo dos carotenoides da polpa de cagaita

Os carotenoides foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo e dos

espectros de UV/Vis caracteristico de cada carotenoide.
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Para a quantificacdo de cada carotenoide foi utilizada a formula:

Teor de carotenoides totais X % area do pico
100

3.12 Avaliagdo dos Resultados:

Os resultados foram avaliados através da analise de variancia ANOVA, em
delineamento inteiramente casualizado, para verificar a presenca de efeito significativo (P <
0,05) e, neste caso, foi aplicado o Teste de Duncan para determinar as diferencas entre as
medias obtidas.

4. Resultados e Discussao
4.1. Condic0es de processo de MF de polpa de cagaita

4.1.1. Permeabilidade hidraulica da membrana

Os fluxos hidraulicos médios (L/m> h) da membrana de polietersulfona de 0,3 pm, a
diferentes pressdes, anteriores ao processo de clarificacdo da polpa de cagaita, sao
encontrados na Tabela 02 e no Gréafico 1. O fluxo hidraulico aumentou, progressivamente,
com 0 aumento da pressdo, o que era esperado. O maior fluxo (6089,1 L/m?. h) foi obtido &
maior pressdo aplicada (2,0 Bar), confirmando que o aumento do fluxo ocorre em funcéo da

pressdo transmembrana.
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Tabela 2. Fluxo hidraulico da membrana tubular de PES (0,3 um) nas diferentes pressdes
aplicadas.

B Permeabilidade
Pressédo (Bar)

(L/m?.h)
2,0 6089,1
1,5 3529,0
1,0 1902,5
0,5 836,1

Os fluxos hidraulicos médios encontrados no presente estudo sdo superiores aos
reportados por Carvalho, Castor e Silva (2008) para 0 mesmo tipo de membrana, variando de
3109,70 L/m?.h e 4255,32 L/m’.h, a pressées de 1,5 e 2,0 Bar, respectivamente.

7000 -
6000 - {
5000 -
4000 -
3000 -
2000 - -~
1000 -

+

Perm. Hidraulica (L/m2 h)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Pressao (Bar)

Gréfico 1. Permeabilidade hidraulica da membrana PES 0,3 um em diferentes pressdes.

Viana (2010) encontrou fluxos hidraulicos médios superiores aos do presente estudo
para 0 mesmo tipo de membrana em diferentes pressdes transmembrana, 0,5 (1241,95
L/m?.h), 1,0 (2573,26 L/m*.h) e 2,0 Bar (6870,07 L/m?.h), respectivamente.
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Membranas de MF com tamanhos de poro menores, como a membrana de PS de MF
de 0,1 um utilizada em mddulo de placas, bem como as membranas de UF, apresentam fluxos
hidraulicos menores que os da membrana de PES utilizada neste estudo, mesmo quando a
pressdes mais elevadas (CARVALHO, CASTRO e SILVA, 2008). Valores inferiores (51,5 e
173,2 L/m?.h, respectivamente) foram encontrados por Rodrigues et al. (2003) em estudo
sobre a avaliacdo de pardmetros de processos com membranas com suco de banana, utilizando
membrana plana (célula) de UF de polietersulfona com cut-off de 10 e 30 kDa, com é&rea de
membrana de 0,014 m?.

Os fluxos hidraulicos médios encontrados sdo compativeis com os recomendados pelo
fabricante da membrana, indicando que a mesma encontrava-se nas condicées ideais antes do

processo de clarificagdo da polpa de cagaita.

4.1.2. Rendimento e fluxo do processo de MF da polpa de cagaita integral

O rendimento total do processo de clarificacdo da polpa de cagaita integral foi de
43,7%, considerando o volume inicial de 10 L, a partir da retirada de 1,1 L na etapa de
filtracdo anterior ao processo de MF para retirada de material insoluvel, a obtencéo de 3,70 L
de polpa clarificada e de 4,80 L de retentado remanescente do processo, além da perda de 40
mL provocada pela ruptura da membrana ao final do processo. O rendimento do processo
considerando apenas o volume de 8,9 L usado na alimentacéo foi de 37%.

O rendimento do processo no presente estudo ndo foi considerado adequado para
escala industrial, uma vez que de acordo com Vaillant e col. (2001) rendimentos acima de
75% sdo considerados ideais para aplicacdo industrial. Baixos rendimentos se relacionam com
fouling e implicam em aumento de custos, tornando-se uma limitante para a viabilidade da
aplicacdo da MF em escala industrial. Em contrapartida, uma estratégia utilizada para
minimizar os custos é dar ao retentado valor econdmico suficientemente alto ou semelhante
ao da polpa integral. A obtencdo do retentado com caracteristicas semelhantes ao suco
original utilizado na alimentacéo, inclusive caracteristicas aromaticas, tem sido reportada por
varios autores para sucos de frutas variadas (FUKUMOTO, DELAQUIS e GIRARDI, 1998;
CARVALHO, SILVA e PIERUCCI, 1998; OLLE et al., 1997), com excecao do teor de
solidos em suspensdo, aumentados no retentado, mas que também podem ser reduzidos com a
utilizacdo de enzimas (VAILLANT et al., 2001).

O rendimento do processo de MF do presente estudo foi menor do que o obtido por

Viana (2010) em processo de MF de sucos de lima acida convencional (75%) e organica
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biodindmica (73%) nas mesmas condi¢Ges, ou seja, sem pré-tratamento enzimatico e com
membrana de PES semelhante. Porém, ha que se considerar a variabilidade na constitui¢do de
cada suco ou polpa utilizada nos processos de clarificagéo.

Rendimentos maiores sdo atribuidos a hidrolise enzimatica prévia ao processamento
por membranas. Sreenath, Sudarshanakrishna e Santhanam (1994) obtiveram maior
rendimento de suco de abacaxi previamente hidrolisado com pectinase e celulase comerciais
(81-86%) quando comparado ao suco nao hidrolisado (72%).

Carvalho (2004) avaliou o comportamento do suco de abacaxi previamente hidrolisado
e clarificado com diferentes tipos de membranas e pressdes. Obteve rendimentos de 62,50 e
de 64,48%, nas pressoes de 1,5 e 3,0 Bar, respectivamente, com membranas de PES de 0,3
um e area de 0,05 m?. Porém, quando utilizou membrana de UF de PS com didmetro de poro
de 50 kDa e maior area de permeacdo (0,72 m?) os rendimentos foram superiores (70,22% a
6,0 Bar e de 73,84% a 7,5 Bar). Os rendimentos foram mais elevados nas maiores pressoes
aplicadas.

A pressdo utilizada no presente estudo foi de 2,0 Bar, tendo em vista que menores
pressdes foram ineficientes quanto a obtencdo de fluxo mais elevado e estavel. Houve
pequeno declinio do fluxo em fungdo do tempo considerando o fluxo inicial de 25,97 L/m*.h e
final de 18,93 L/m*.h (Gréafico 2). A vazdo média foi de 2,01 L/h, o fluxo médio de 20,15
L/m?.h e ndo houve variacdo de pressdo durante o processo. O tempo total de processo foi de

1 hora e 50 minutos a temperatura ambiente (£ 20 °C).
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Gréfico 2. Comportamento do fluxo em fungcdo do tempo no processo de clarificacdo da

polpa de cagaita.
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Viana (2010) obteve fluxos médios que variaram de 75 L/m%.h a 50 L/m? h, valores
estes superiores ao do presente estudo quando da clarificacdo de sucos de lima &cida organica
biodindmica nas mesmas condi¢des e sem tratamento enziméatico prévio. Foi observada
reducdo expressiva do fluxo de permeado ao longo dos processos independentemente da
pressdo aplicada (0,5 Bar).

Fluxos superiores sdo descritos em estudos que utilizam a etapa de hidrolise
enzimatica prévia ao processamento dos sucos de frutas. Silva e col. (2005) obtiveram fluxo
médio de 25 L/m%.h, na clarificacdo por MF, nas mesmas condicdes, com suco de maracuja
organico hidrolisado, previamente, com a-amilase e pectinase. Houve rapido declinio do fluxo
de permeado nos primeiros 30 minutos do processo de clarificacdo, seguido de estabilizacéo
até o final do processo. Em comparacdo ao presente estudo, o fluxo médio observado foi
semelhante. Por outro lado, embora ndo tenha ocorrido rapido declinio no fluxo durante o
processo de clarificacdo da polpa de cagaita, houve pequena diminuicdo do mesmo ao longo
do tempo, o que é esperado pela deposicdo de solidos na superficie da membrana.

Carvalho (2004) obteve fluxo médios de 57,55 L/m*.h e 46,85 L/m”.h a pressdes de
1,5 e 3,0 Bar, respectivamente, durante o processamento do suco de abacaxi (com tratamento
enzimatico prévio) por MF com o mesmo tipo de membrana utilizada no presente estudo.
Embora o fluxo tenha sido mais elevado a pressdo de 1,5 Bar, houve um declinio acentuado
do mesmo nos primeiros minutos de processo seguido de estabilidade até o final do processo
(3 horas). Quando foi aplicada a pressdo de 3,0 Bar, embora com fluxo médio menor, foi
observado fluxo mais estavel, com tendéncia a aumento apds 2,5 horas do processo, 0 que
pode ser explicado pelo fenbmeno de arraste (atrito) das particulas insolGveis depositadas
sobre a membrana pela polpa concentrada.

Suco de caju integral hidrolisado, clarificado em membrana de PES com diametro de
poro de 0,3 pum e &rea de 0,05 m?, apresentou declinio inicial (nos primeiros vinte minutos) do
fluxo, mais acentuado no suco integral, porém foram obtidos fluxos médios de 184 L/m.h
nos dois processos apds sua estabilizacdo. A pressao de operacdo ndo foi mencionada o que
inviabiliza a comparacdo dos resultados (CIANCI et al., 2005).

Ao estudarem o comportamento do fluxo de suco de caju integral e hidrolisado
clarificado por MF (membrana de ceramica com 0,1 mm de poro e area de 0,005 m%) e UF
(membrana de PVDF de 30-80 kDa e area 0,05 m?), Castro, Abreu e Carioca (2007)

observaram fluxos médios mais elevados (300 L/m”h) nos sucos clarificados por MF
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comparados aqueles clarificados por UF (140 L/m%h). Por outro lado, ndo foi observado
aumento de fluxo relacionado a hidrélise enzimatica prévia em relacdo ao suco integral, uma
vez que o fluxo do suco hidrolisado foi menor que o do suco integral nas diferentes
membranas.

Entretanto, Pallet e col. (2005) reportaram aumento de fluxo de permeado de 30%
quando utilizaram membranas organicas (0,3 pm e area de 0,05 m?) e de 50% em membranas
de ceramica, avaliando o comportamento do fluxo de suco de laranja. Este aumento foi
atribuido a hidrélise enzimética prévia. Os fluxos médios obtidos foram maiores que 60
L/m?.h em todos 0s processos.

Yasan, Zhijuan e Shunxin (2007) reportaram fluxos médios mais elevados (60
L/m?.h), na clarificagdo por MF, de suco de maca hidrolisado em sistema quadro e placas com
membrana plana de 0,2 um a pressao de 2,0 Bar.

Fluxos de permeado inferiores (17,39 L/m*.h a 6,0 Bar e de 16, 03 L/m*.h 7,5 Bar) aos
obtidos no presente estudo foram reportados por Carvalho (2004) na clarificacdo de suco de
abacaxi hidrolisado por UF em membrana de PS de 50 kDa. Também foram observados
fluxos menos elevados (13,43 L/m?.h e 19,77 L/m?.h) na clarificagdo por UF em membranas
de PS de 100 kDa a pressdes de 6,0 e 7,5 Bar, respectivamente. Nos dois processos foi
observada queda abrupta nos minutos iniciais do processo e declinio continuo até o final do
mesmo. Porém, ha que se considerar que as membranas utilizadas eram de configuracéo
diversa (planas), o que promove rapida compactacdo de material insolivel sobre a superficie
das membranas reduzindo, consequentemente, o fluxo de suco permeado.

Fluxos ainda menos elevados (5,0 L/m?. h) foram observados por Mirsaeedghazi e col.
(2010) na clarificacdo de suco de roma em membranas planas de celulose (0,22 pm) em
sistema quadro e placas, além da diminuicdo do fluxo no inicio do processo. O mesmo
fendmeno foi observado por Carvalho (2004) quando utilizou membranas de mesma
configuracéo (plana).

Queda abrupta ou declinio constante do fluxo do inicio até o final dos processos, sem
danos a membrana, foram mencionados em todos os trabalhos pesquisados.

O fluxo tem como dependentes o processo (MF ou UF), a membrana utilizada, a
pressdo aplicada e a hidrélise enzimatica, prévia ou ndo. Porém, a diminuicdo do fluxo é
consequéncia da composicdo da polpa a ser clarificada (pectina, celulose, hemicelulose e

outros compostos de alto peso molecular) que é considerada relevante na formacao inevitavel
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de camada polarizada ou entupimento dos poros da membrana (RAI, MAJUNDAR e
GUPTA, 2005).

Sabe-se que quanto menor o tamanho da particula, maior o risco de entupimento e
bloqueio interno do poro da membrana o que pode levar a obstrucdo irreversivel,
inviabilizando-a, devendo, a seguir, ser realizada a limpeza da(s) membrana(s). Por outro
lado, particulas de maior tamanho polarizam a superficie da membrana provocando também
queda do fluxo, caracteristica tipica do fouling (MAGALHAES et al., 2005). No entanto, com
excecdo de Carvalho (2004) e Viana (2010), analises do tamanho de particulas dos sucos
clarificados ndo foram realizadas, assim como ndo foram realizados estudos microscopicos
nas membranas nos estudos mencionados, 0 que permitiria maior compreensao dos
mecanismos de transporte envolvidos nos fendmenos acima reportados.

Estudos sobre os fatores que predispdem ao fouling tém concluido que o mecanismo
de formacédo do fendmeno difere em funcdo do tamanho ou didmetro do poro da membrana.

Assim, para membranas com maior tamanho ou diametro de poro a incrustacdo se
inicia por adsorcdo de moléculas no interior do poro provocando reducdo do tamanho,
diminuindo o fluxo de suco permeado, seguido da formacéo de camada aderente na superficie
da membrana, obstrucdo subsequente do poro e o fouling como consequéncia, sendo quase
sempre irreversivel. Nestes casos, procedimentos de retrolavagem, onde ha inversao de fluxo
(do clarificado para o retentado) por curto periodo de tempo, lavagens constantes e
procedimento de limpeza podem ajudar a preservar e recuperar a vida Gtil da membrana
(TRACY e DAVIS, 1994; HO e ZYDNEY, 2000; ANDO et al., 2011). Entretanto, o sistema
PROTOSEP IV da Koch Industries, utilizado no presente estudo ndo possui 0 sistema de
retrolavagem, inviabilizando o uso dessa manobra.

O declinio ndo acentuado, mas constante, observado no presente estudo, pode,
portanto, ser atribuido ao depdsito de particulas na superficie da membrana formando camada
de polarizacdo, favorecida pelo aumento da viscosidade da polpa de cagaita concentrada,
considerando que ndo houve modificacdo de pressdo nem tratamento enzimatico prévio,
justificando as diferencas entre o fluxo inicial e final obtidos (FUJITA e YAMAGUCHI,
2007; FUJITA e YAMAGUCHI, 2008; ANDO et al., 2010).

4.1.3. Tamanho de particulas da polpa integral de cagaita:

A frequéncia do tamanho das particulas da polpa de cagaita pode ser observada no

Grafico 3. O tamanho, didmetro ou volume total de distribuicdo das particulas da polpa de
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cagaita variou de 25 a 550 pum. Particulas na faixa de 25 a 49 um foram observadas em
percentuais menos elevados (2,5 a 4%) comparadas ao percentual elevado de particulas entre
50 e 350 um. Particulas entre 350 e 550 um também foram identificadas, porém em baixo
percentual, indicando, ainda, a presenca de nanoparticulas com frequéncia muito baixa (cerca
de 0,1%).

Polpa de cagaita
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Gréfico 3. Tamanho de particulas da polpa de cagaita (Eugenia dysenterica DC).

Embora em menor percentual, as nanoparticulas presentes no suco de cagaita integral
podem ser consideradas responsaveis pela obstrucdo dos poros da membrana uma vez que
permeiam livremente a mesma e, segundo Fujita e Yamaguchi (2007), a medida que sao
adsorvidas a superficie da membrana, forcas de contato e atracdo entre as particulas
promovem ligacdes entre elas obstruindo o poro. Estes mesmos autores estudaram o fouling a
partir da simulacdo da concentracdo coloidal de nanoparticulas através das interacGes de
contato solido, incluindo forcgas de atrito entre as nanoparticulas e descreveram a dindmica da
agregacao provocada por elas. Em trabalhos subsequentes (FUJITA e YAMAGUICHI, 2008;
ANDO et al., 2010) foram discutidas a agregacdo e a dispersdo dessas moléculas e o
desenvolvimento de um modelo de simulacdo denominado “beco sem saida” para maior
compreensdo do fouling.

Né&o foi encontrado na literatura consultada qualquer resultado referente a analises do

tamanho de particulas em polpa de cagaita ou suco da fruta para comparacao.
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O presente estudo corrobora os resultados encontrados por Viana (2010) ao reportar
tamanhos de particulas na faixa de 0 a 400 pum, com maior concentracdo entre 100 a 300 um
em sucos de lima &cida (Citrus latifolia, Tanaka), cv. Tahiti de cultivos convencional e
orgénico biodindmico, sem tratamento enzimatico prévio com reducdo da viscosidade e da
turbidez pos-processamento, com a mesma membrana.

Cardoso e col. (2012) avaliaram o efeito da hidrélise enzimética na luminosidade da
polpa de cagaita com pectinase comercial, nas seguintes condigdes: tempo de incubacgéo (60 e
120 minutos), temperatura (32 a 47 °C), concentracdo de enzima (122,5-307,5 ul/L) e
agitacdo (30-90 rpm). Os melhores resultados foram obtidos com a polpa de cagaita a 47 + 0,5
°C, concentracdo de enzima de 122,5 pl/L, no tempo de incubacéo de 120 minutos, a 90 rpm,
considerando que o tratamento enziméatico € eficaz na obtengdo de melhores fluxos na
clarificagdo por processos de membrana e na luminosidade.

A polpa de cagaita clarificada (Figura 18 - C) apresentou aspecto limpido e sem
particulas em suspensdo 0 que comprova, assim como encontrado por outros autores, a
eficiéncia do processo de microfiltracdo na reducao da turbidez do suco em relagédo a polpa
utilizada na alimentacdo e o concentrado remanescente do processo (Figura 20 — A e B)
(CARVALHO, 2006, VIANA, 2010).

Figura 20. Polpas de cagaita (Eugenia dysenterica DC): A — Integral; B — Concentrada
(retentado) e C — Clarificada.
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O tratamento enzimatico é muitas vezes empregado para reduzir a viscosidade e a
turbidez de sucos e polpas de frutas e outros vegetais. Suco de abacaxi (Ananas comosus L.
Merril), cv. Pérola, analisado por Carvalho (2004) apresentou tamanhos de particulas muito
menores que 0s encontrados na polpa de cagaita, na faixa de 0,16 a 0,32 um pré-tratamento
enzimatico e com maior frequéncia de particulas na faixa de 0,16-0,22 um pds-tratamento
enzimatico, apresentando-se limpidos e sem particulas apds a clarificagdo com membranas de
UF e MF de diferentes tamanhos de poro. Carvalho e col. (2006), Silva e col. (2005) e Pallet e
col. (2005) também utilizaram tratamento enzimatico prévio para observar a reducdo da
turbidez em sucos de limdo (Citrus limon, L. Burn,), de maracuja (Passiflora edulis) e de
laranja, respectivamente.

Portanto, pode-se dizer que o processamento da polpa de cagaita por MF com
membrana tubular de PES de 0,3 um, foi eficiente para promover a reducdo da viscosidade e

turbidez no suco clarificado sem tratamento enzimatico prévio.

4.2. Microbiologia

Os resultados das analises microbiologicas das polpas integral e concentrada e do suco
clarificado encontram-se na Tabela 3. Todas as amostras apresentaram valores dentro do
preconizado pela legislacdo brasileira vigente quanto a coliformes totais e fecais e bolores e

leveduras (<10 UFC/mL), bem como auséncia de Salmonella sp.

Tabela 3. Qualidade microbioldgica das polpas integral, concentrada e clarificada de cagaita.

Coliformes Coliformes Bolores e Salmonella sp.
Amostras Totais Fecais Leveduras (Ausénciaem 25 g
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) ou mL)
PCI <10 <10 <10 Auséncia
PCR <10 <10 <10 Auséncia
PCC <10 <10 <10 Auséncia

PCI - polpa de cagaita integral.
PCC - polpa de cagaita clarificada.

PCR - polpa de cagaita concentrada.

Frutas e polpas de frutas sdo alimentos &cidos, o que restringe a microbiota

responsavel por sua deterioracdo, principalmente os microrganismos causadores de doencas.
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A microbiota, normalmente encontrada nesses alimentos € composta por bolores, leveduras,
bactérias laticas e outros microrganismos acido-tolerantes. A contaminacdo microbiana
geralmente é resultado das condicOes de colheita da matéria-prima e higiénico-sanitarias do
processamento a que sdo submetidas (SIQUEIRA e BORGES, 1997).

A polpa de cagaita utilizada no presente estudo é produzida por prensagem e
espremedura em peneira, artesanalmente. A baixa contagem microbiana encontrada na polpa
de cagaita pode ser atribuida em parte a boa qualidade da matéria prima adquirida refletindo
as boas condicOes de seu processo de obtencdo, uma vez que ndo foram identificadas
contaminacgdes. Certamente, o congelamento subsequente a obtencdo da polpa de cagaita,
também auxiliou na manutencdo da carga microbiana reduzida contribuindo para os
resultados obtidos (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Resultados similares ao presente estudo foram encontrados por Santos e col. (2004) na
analise microbiologica de polpa congelada de cupuagu, encontrando contagens de bolores e
leveduras e coliformes inferiores a 10 UFC.g" e auséncia de Salmonella em 25 g de polpa.
Freire e col. (2009) descreveram resultados semelhantes também em polpa de cupuagu
congelada.

Bueno e col. (2002) avaliaram a qualidade microbiologica de 15 marcas de frutas
tropicais congeladas, concluindo que todas atendiam a legislacdo brasileira vigente.

Viana (2010) em estudo sobre a capacidade antioxidante de sucos de lima &cida
(Citrus latifolia, Tanaka), cv. Thaiti, de cultivos orgéanico e convencional, encontrou para
contagem de bolores e leveduras valores inferiores a 10 UFC/mL e auséncia de Salmonella sp.
no suco integral, resultados estes semelhantes aos encontrados no presente estudo.

Contudo, Lima, Martins e Silva (2001) constataram que 25% do total de 43 amostras
comerciais de polpas de diversas frutas congeladas encontravam-se fora do padrdo
preconizado pela legislacdo brasileira.

No presente estudo a polpa de cagaita utilizada na alimentacdo do sistema de MF nao
apresentava contaminacdo, bem como a polpa clarificada, o que possibilita afirmar que o
processo de MF também preservou a integridade do produto obtido p6s-processo.

Muitos estudos comprovam a eficiéncia do processo de MF no controle
microbiolégico promovendo a esterilizacdo a frio, especialmente quando sdo usadas
membranas com poro menor ou igual a 0,2 um (VAILLANT et al., 2001). Carneiro e col.
(2002) obtiveram esterilidade comercial a frio em suco de abacaxi cv. Smooth Cayenne

clarificado por MF utilizando membrana de PES com abertura de poro de 0,3 pm.
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Posteriormente, Carvalho (2004) corroborou esses resultados ao obter a esterilidade comercial
de suco de abacaxi cv. Pérola nas mesmas condigdes de processo e também utilizando
membrana de MF de PS e de UF de PVdF com tamanhos de poro de 0,1 um e cut off de 30-
80, 50 e 100 kDa, respectivamente.

Portanto, o resultado obtido na analise microbioldgica revelou que o processo foi
realizado em boas condi¢Bes higiénico-sanitarias tendo em vista que ndo ocorreu

contaminacéo da polpa clarificada.

4.3. pH, soélidos soltveis (°Brix) das polpas de cagaita integral, concentrada e
clarificada por MF

Na Tabela 4 podem ser observados os valores de solidos soltveis (°Brix) e pH das
polpas integral e concentrada, remanescente do processo de MF, e da polpa de cagaita
clarificada.

Tabela 4. pH e solidos soluveis das polpas de cagaita integral, clarificada e concentrada, por
MF.

Amostra pH Solidos Soluveis (°Brix)
Polpa Integral 3,04° 8,23°

Clarificada 2,75 6,70
Concentrada 3,00° 8,00°

Resultados expressos por média de trés repeticoes.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica ( P < 0,05) ANOVA.

O baixo valor de pH (3,04 £ 0,01) permitiu classificar a polpa integral de cagaita
analisada como um produto 4cido, 0 que contribui para sua conservacdo uma vez que a
seletividade quanto a microrganismos é maior nesta faixa de pH (Leitdo, 1998). No entanto, a
polpa analisada possui acidez menos elevada comparada a polpa de cagaita proveniente da
cidade de Goiania (pH 2,8) analisada por Roesler e col. (2007) e corroborado por Silva, Junior
e Ferreira (2008), o que indica que encontrava-se em estadio O0timo de maturacdo. Estes
altimos pesquisadores verificaram aumento no pH do fruto maduro (2,96) em relacdo ao fruto

verde (2,84), sendo o pH indicativo de estadio de maturacéo.
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Silva, Junior e Ferreira (2008) também avaliaram o comportamento do pH da polpa de
cagaita congelada por um periodo de 4 meses, encontrando variagdes de 3,06-3,17 porém, a
analise estatistica ndo foi realizada para verificar se os resultados foram ou n&o significativos.
Ainda estudaram o comportamento do pH no refresco de cagaita mantido sob refrigeracdo por
24 h, encontrando sutil variacdo de 3,18-3,15. Nos dois casos, o pH € menos &cido do que o
da polpa analisada no presente estudo.

Quando comparada ao pH de 3,27 da polpa de pitanga (Eugenia uniflora L.),
pertencente a mesma familia Myrtaceae, analisada por Lopes, Mattietto e Menezes (2005), a
polpa de cagaita € considerada mais acida. Os pesquisadores avaliaram, também, a
estabilidade dos componentes da polpa de pitanga conservada, sob congelamento,
encontrando aumento progressivo significativo (P < 0,05) no pH (3,27 — 3,40) durante o
periodo de estocagem.

A polpa da cagaita apresentou teor de sélidos soltveis de 8,23 °Brix (+ 0,01),
demonstrando ser mais doce que o fruto da cagaita (7,2 °Brix), proveniente da mesma regido,
analisado anteriormente por Ribeiro e col. (2010). A polpa de cagaita integral analisada no
presente estudo ainda pode ser considerada levemente mais doce do que aquela (8,0 °Brix)
analisada por Silva, Junior e Ferreira (2008), que também ndo encontraram variacdo do teor
de solidos soluveis durante o estadio de maturacao.

Contudo, a polpa de cagaita ndo é considerada muito doce quando comparada a
polpa da pitanga (Eugenia uniflora L.), cujas polpas congeladas em diferentes periodos de
estocagem apresentaram teores de sdlidos solUveis variando entre 11,47 e 10,73 °Brix
(LOPES, MATTIETTO e MENEZES, 2005).

Os valores de pH e sélidos soluveis apresentaram diferenca significativa (P < 0,05)
entre as polpas analisadas (integral, concentrada) e a polpa clarificada. A polpa de cagaita
utilizada no presente estudo foi obtida por processo artesanal, no qual a etapa de
despolpamento e refino ndo foi realizada, resultando na presenca de grande quantidade de
particulas insollveis. Embora tenha sido peneirada, antes de sua clarificacdo, pode-se afirmar
ao se avaliar o teor de sélidos soliveis da polpa concentrada (retentado) que ocorreu
deposicdo paulatina na superficie da membrana ao longo do processo de MF.

Por outro lado, o °Brix de 8,0 da polpa concentrada foi bem semelhante ao teor de
solidos soluveis da polpa integral utilizada na alimentacdo, o que permite agregar valor

econémico ao produto concentrado remanescente do processo, 0 que viabiliza a MF para o
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processamento de polpa de cagaita de modo promissor em escala industrial com seu
aproveitamento na elaboracdo de novos produtos (VAILLANT et al., 2001).

O teor de sélidos sollveis na polpa concentrada se explica pelo fouling ocorrido no
processo, caracterizado pela deposicdo de particulas insoldveis na superficie e ou no interior
do poro da membrana, o que promoveu ao longo do tempo, sua saturagdo evidenciada pelo
leve declinio no fluxo do processo.

Por outro lado, a polpa clarificada apresentou 81,31% do teor de sélidos solveis, o
que pode ser considerado bastante promissor em termos de recuperacdo de constituintes.
Apesar de ter ocorrido o fendmeno de fouling, os acglcares presentes na polpa foram pouco
retidos pela membrana, provavelmente pelo seu menor peso molecular.

Menores valores de pH e sélidos soliveis nos sucos clarificados de lima acida de
cultivos convencional (suco integral: pH 2,7 e 8,5 °Brix; suco clarificado: pH 2,40 e 6,40
°Brix) e organico biodindmico (suco integral: pH 2,75 e 7,2 °Brix; suco clarificado: pH 2,60 e
5,60 °Brix) foram reportados por Viana (2010), apds processamento por MF em membrana
tubular de PES igual a utilizada no presente estudo. Porém, ha que se considerar que a acidez
de sucos citricos como os de lima &cida é elevada.

Suco de maracuja organico hidrolisado previamente foi clarificado por MF com
membrana de PES com tamanho de poro de 0,3 um e area de permeacéo de 0,05 m? por Silva
e col. (2005), apresentando 0 mesmo perfil na polpa concentrada (3,07 pH e 13,41 °Brix) e na
polpa clarificada (3,04 pH e 13,32 °Brix) quando comparado a polpa integral (3,10 pH e
14,23 °Brix).

Castro, Abreu e Carioca (2007) também reportaram reducdo de solidos solUveis no
suco clarificado (9,87 °Brix) em relacdo ao suco integral (10,50 °Brix) no suco de caju
previamente hidrolisado e clarificado em membrana de ceramica de MF (poro de 0,1 mm e
area de 0,005 m?) e em membrana de PVdF de UF (cut off de 30-80 kDa e 4rea de 0,05 m?).

Entretanto, Cianci e col. (2005) ao clarificarem, por MF, suco de caju previamente
hidrolisado, utilizando membrana de PES de 0,3 um de poro e 4rea de permeacio de 0,05 m?,
observaram leve reducdo no pH do suco concentrado (4,06) em relacdo ao suco clarificado
(4,19) e ao suco integral (4,23). Os teores de solidos soliveis do suco clarificado foram
menores (12,1 °Brix) comparados ao suco integral, enquanto que o suco concentrado
apresentou concentracfes mais elevadas (12,5 °Brix), o que pode ser esperado.

Matta, Cabral e Silva (2004) encontraram pH mais elevado que 0s encontrados no

presente estudo para suco integral de acerola e menor no suco clarificado, porém, quando
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avaliaram os teores de sélidos soluveis (8,3 e 8,9 °Brix) encontraram maiores teores no suco
concentrado remanescente do processo de MF em relagdo a polpa integral (7,4 e 8,6 °Brix),
utilizando membrana de PES (0,3 pm de poro e &rea de permeacio de 0,05 m* aa 1,2 Bar).
Na literatura consultada, houve queda do fluxo de permeado referente a polarizacéo da
membrana e ao fouling, tanto no inicio quanto ao longo do processo. No presente estudo a
queda do fluxo foi continua e pouco acentuada, o que permite concluir que maiores teores de
solidos sollveis sdo retidos pela membrana, na polpa ou suco concentrado, devido

principalmente ao fendmeno de polarizacéo.

4.4. Composicao centesimal aproximada das polpas de cagaita integral, concentrada
clarificada por MF

A composicao centesimal aproximada (umidade, lipidios, proteinas, carboidratos totais
e cinzas) das polpas de cagaita integral, concentrada e clarificada pode ser observada na
Tabela 5. Pode-se verificar que a polpa integral de cagaita é constituida basicamente por agua

e carboidratos possuindo baixo valor calérico.

Tabela 5. Composicdo centesimal aproximada das polpas de cagaita integral, concentrada
e clarificada por MF (g/100 g).

Amostra Cinzas Umidade Lipidios Proteinas Carboidratos Kcal

Polpa integral ~ 0,28° 93,14° 0,026° 0,67° 5,89° 26,43°

Clarificada ~ 0,19°  9505°  0,012° 0,71 4,03 23,95

Concentrada 0,18" 93,82° 0,025° 0,74° 5,23° 19,08°
Valores médios de trés determinacdes. * carboidratos por diferenca

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P <0,05) ANOVA.

A polpa analisada no presente estudo apresentou similaridade no teor de cinzas com
relacdo a polpa integral, obtida em laboratério por Silva e col. (2008), de frutos de cagaita
colhidos em Goiania, GO (0,28 g/100 g de cinzas). Quando comparado a polpa produzida em
Felixlandia, MG (0,18 g/100 g de cinzas) por Cardoso e col. (2011), o teor de cinzas foi mais
elevado (0,28 g/100 g).

Entretanto, os teores de minerais da polpa de cagaita analisada neste estudo sdo
consideravelmente menores que aqueles encontrados em nove frutos do Cerrado, entre eles a
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mangaba, 0 murici e 0 araca, sendo maiores apenas em comparacgdo a gabiroba (SILVA et al.,
2008).

O contetido de umidade da polpa de cagaita utilizada no presente estudo foi menos
elevado quando comparado ao das polpas de Goiania, GO (94,34%), analisadas por Silva e
col. (2008) e, ainda menor, comparado ao da polpa analisada por Martinotto e col. (2008)
(95,1%).

A polpa de cagaita utilizada neste estudo apresentou teores mais elevados de proteinas
em relacdo a polpa de cagaita (0,63 g/100 g) proveniente de MG (CARDOSO et al., 2011) e
menores teores em relacdo a polpa (0,82 g/100 g) proveniente de Goiania (SILVA et al.,
2008). Em relacdo a outros frutos do Cerrado, os teores de proteinas da polpa de cagaita deste
estudo sdo maiores que os do araca, gabiroba e murici (SILVA et al., 2008).

O teor de lipidios foi bem menor na polpa de cagaita analisada neste estudo
comparado ao reportado por Cardoso e col. (2011) para a polpa proveniente do estado de MG
(0,57 g/100 g). Em comparacdo a outros frutos do Cerrado avaliados por Silva e col. (2008),
os teores de lipidios encontrados na polpa de cagaita do presente estudo sdo
consideravelmente inferiores.

Teores mais elevados de carboidratos (5,89 g/100 g) foram observados na polpa de
cagaita do presente estudo em comparacdo com as produzidas em Goiania, GO (3,08 g/100 g)
(SILVA et al., 2008) e em Felixlandia, MG (5,54 g/100 g) (CARDOQOSO et al., 2011). Em
comparagdo a nove frutos nativos do Cerrado, entre eles o chicha, a macauba e a pitomba, os
teores de carboidratos encontrados na polpa de cagaita da presente dissertacdo sao
consideravelmente inferiores (SILVA et al., 2008).

A variacdo dos teores de proteinas, lipidios e carboidratos entre as amostras justifica as
diferencas do valor calérico. Assim, a polpa analisada por Silva e col. (2008) possui menor
teor calorico (20,01 kcal/ 100 g) que os encontrados na polpa de cagaita deste estudo,
enquanto que a polpa de MG apresentou valor calérico mais elevado (29,83 kcal/100 g)
(CARDOSO et al., 2011). Em comparacdo a outros frutos do Cerrado, a polpa de cagaita é a
menos calorica (SILVA et al., 2008).

A polpa de cagaita clarificada apresentou maiores teores de proteinas e % de
umidade em relacdo a polpa integral. O teor mais elevado de &gua na polpa clarificada era
esperado em virtude do menor teor dos s6lidos sollveis presentes nessa fracdo, confirmando o

que Viana (2010) observou apos a clarificacdo de suco de lima acida.
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O teor de carboidratos na polpa clarificada foi inferior ao da polpa integral,
podendo-se considerar a possibilidade de moléculas insoliveis, como polissacaridios terem
sido responsaveis pelo entupimento dos poros da membrana. Laorko e col. (2010) também
observaram entupimento dos poros (0,2 um) de membrana de PS na clarificagéo de suco de
abacaxi previamente hidrolisado. Barros e col. (2003) atribuem o entupimento dos poros de
membranas ocorrido na clarificacdo de sucos de frutas, por UF e MF, a compostos da parede
celular como polissacarideos, tais como pectina, celulose de lignina e hemi-celulose. Ando e
col. (2010), Fujita e Yamaguchi (2008) e Fujita e Yamaguchi (2007) relacionam maior
suscetibilidade de entupimento as membranas com maior tamanho de poro.

Viana (2010) observou menores teores de carboidratos nos sucos clarificados de
lima &cida de cultivo convencional e organico biodindmico em relagdo aos sucos integrais,
nas mesmas condi¢des utilizadas no presente estudo, ou seja, sem hidrélise enzimatica prévia
com 0 mesmo tipo de membrana de PES.

Entretanto, os teores de carboidratos bem como de solidos soluveis do suco
clarificado demonstram que agucares menos complexos como a glicose, frutose e a sacarose
passaram pela membrana. Embora a identificacdo desses acucares ndo tenha sido o alvo deste
estudo, esse achado possui importancia em termos de processamento da polpa de cagaita e
deve ser investigado.

Os teores de agucares encontrados no suco de cagaita do presente estudo foram
inferiores aos reportados por Carvalho, Castro e Silva (2008) ao clarificarem suco de abacaxi
hidrolisado com membranas de MF de PES com didmetro de poro de 0,3 um e area de 0,05
m? a pressdo de 1,5 e 3,0 Bar, semelhante a utilizada neste estudo, e também por UF com
membrana de PS com cut off de 30-80 kDa e area de 0,05 m?.

Castro, Abreu e Carioca (2007) também obtiveram consideravel teor de aglcares
(8,88 g/100 g na MF com membrana de cerdmica de 0,1 um e area de 0,005 m? e 8,68 /100 g
na UF com de PVDF com cut off de 30-80 kDa e area de 0,05 m?) no clarificado da polpa de
caju hidrolisada previamente em relacdo a polpa integral (9,15 g/100 g).

Os teores de lipidios foram consideravelmente reduzidos na polpa clarificada em
relacdo a integral. Entretanto, os teores na fracdo retida ddo indicios de que esses compostos
ndo foram os principais responsaveis, enquanto macromolécula, pela polarizacdo da
membrana e sua consequente ruptura. O mesmo comportamento do teor de lipidios foi
observado por Viana (2010) na clarificacdo de lima &cida. Considerando que sdo compostos

de maior peso molecular, a barreira seletiva imposta pela membrana, bem como a possivel
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camada polarizada formada em funcdo do tempo do processo, podem ter sido responsaveis
pelos menores teores obtidos no suco clarificado ou, ainda, podem ter sido adsorvidos por
interagcGes com a mesma.

Houve reducgdo do teor de cinzas na polpa clarificada comparada a integral. Essa
reducéo é esperada em funcdo das mesmas condicBes de processo mencionadas anteriormente
para carboidratos e lipidios (WANG, WEI e YU, 2005), confirmando os achados de outros
autores como Matta, Cabral e Silva (2004) e Viana (2010).

Dos trés macronutrientes analisados, as proteinas sdo compostos de maior peso
molecular, o que justifica teores reduzidos na fracdo clarificada por processos com
membranas, como reportados por Gao, Beveridge e Reid (1997) na clarificacdo de suco de
magca e Viana (2010) no processamento do suco de lima &cida.

Os teores de proteinas menos elevados na polpa clarificada em comparagdo aos da
polpa integral de cagaita sdo também responsaveis pela redugéo da viscosidade, da turbidez e
pela elevada luminosidade apresentada pelos sucos clarificados, pardmetros esses nao
analisados no presente estudo, mas ndo menos importantes (CIANCI et al., 2005; CASTRO,
ABREU e CARIOCA, 2007).

Entretanto, no presente estudo o que pode justificar o teor de proteinas mais elevado
na polpa clarificada, seria 0 rompimento dos poros internos da membrana em funcdo da
polarizacdo de concentracao e, consequentemente, sua passagem. A analise da membrana por
microscopia eletronica poderia auxiliar a compreensdo dos fatores que afetaram a formacéo
do fouling neste processo (REIDL, LENCK e GIRARD, 1996).

Outra forma de confirmar esta hipdtese seria determinando a vida de prateleira da
polpa clarificada, tendo em vista que proteinas afetam a luminosidade, a viscosidade e a
qualidade do suco ou polpa (LAORKO et al., 2010).

4.5 ldentificacdo e quantificacdo dos carotenoides das polpas de cagaita integral,

concentrada e clarificada por MF

4.5.1. Carotenoides totais

Os teores de carotenoides totais, a-caroteno, 3-caroteno e isdmeros cis do p-caroteno,
B-criptoxantina, luteina e zeaxantina identificados na polpa de cagaita s&o encontrados na
Tabela 6.
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Tabela 6. Carotenoides totais, a-caroteno, B-caroteno e isomeros, B-criptoxantina, luteina e

zeaxantina (g/g) da polpa de cagaita de acordo com o método de extracgdo.

. 9-cis-g- 13-cis-p- B- .
Totais B- . . a- Luteina Zeaxantina
Amostras caroteno caroteno  criptoxantina
caroteno caroteno

Polpa 8,22° 0,97° 0,35° 1,81° 1,99°
_ Nd Nd Nd
integral +0,06 +0,08 +0,01 +0,12 + 0,05

Polpa b b b b b
) 5,83 1,70 0,20 0,09 1,49 0,18 0,85 0,79
integral

- +052 0,18 +0,01 +0,01 +0,11 +0,16 0,01 +0,02
saponificada

Valores médios de trés determinagdes.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (P <0,05) ANOVA.
Nd: Néo detectado.

Houve diferenca significativa (P < 0,05) nos teores de carotenoides totais em fungéo
da etapa de saponificacdo. A etapa de saponificacdo se fez necessaria para facilitar a
identificacdo dos diferentes carotenoides. O teor médio de carotenoides totais encontrado na
polpa extraida sem a etapa de saponificacdo foi de 8,22 ug/g. Houve diminuicdo de 29% nos
teores de carotenoides totais da polpa submetida a etapa de saponificacdo (5,83 p/g £ 0,18).
Essa diminuicdo ja era esperada e pode ocorrer em funcdo da temperatura de execucao das
andlises, e ainda pelo tempo de exposicdo do pigmento ao alcali (MERCADANTE, 1999;
PENTEADO, 2003). No caso especifico do presente estudo, somente o tempo de exposicéo
ao alcali pode ser considerado o responsavel pela diminuicdo dos teores de carotenoides totais
uma vez que a amostra ndo foi submetida ao aquecimento. Isso ocorre porque embora 0s
carotenoides sejam estaveis na matriz do fruto, quando isolados ndo mantém sua estabilidade
por serem altamente insaturados (PENTEADO, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA,
2004).

Menores teores de carotenoides apds a etapa de saponificacdo foram também
observados por Zanatta (2004), em estudo da composicdo de carotenoides e antocianinas de
camu-camu (Myrciaria dubia). Embora o percentual de perda ndo tenha sido mencionado,
perdas consideraveis foram atribuidas a maiores percentuais de concentracdo da solucdo de
alcali, sendo a menor perda atribuida a concentracdo de 10%, semelhante a utilizada no

presente estudo.
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Tém sido reportadas perdas de carotenoides totais, apos a saponificacdo, por Varios
autores em diversas matrizes vegetais (KIMURA, RODRIGUEZ-AMAYA e GODOY, 1990;
ALMEIDA-MURADIAN, POPP E FARIAS, 1997; RISO e PORRINI, 1997; SA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). Entretanto, as maiores perdas s&o reportadas quando a
amostra é submetida a aquecimento por evaporacdo na etapa de saponificacdo (KIMURA,
RODRIGUEZ AMAYA e GODQY, 1990). Com isso, pode-se afirmar que perdas ainda
maiores foram minimizadas no presente estudo considerando que a amostra ndo foi submetida
a aquecimento nessa etapa e a concentracdo da solucéo foi de 10%.

Tendo como premissa que a etapa de saponificacdo foi necesséaria e indispensavel
somente para a identificacdo dos carotenoides presentes na polpa de cagaita, o teor de
carotenoides totais real da polpa a ser considerado é o da extragdo sem a etapa de
saponificacdo conforme pdde ser observado na Tabela 6.

Os teores de carotenoides totais encontrados no presente trabalho sdo menores do que
os reportados por Carvalho e col. (2009) em estudos preliminares na polpa de cagaita de
mesma procedéncia da polpa analisada no presente estudo. Os teores estudados por estes
autores que mais se aproximaram do presente estudo foram de 14,49 pg/g (+0,063) de
carotenoides totais em polpa comercial de cagaita. As maiores diferencas encontradas se
referem a 29,64 pg/g (x 4,02) para polpa fresca extraida com a casca e 25,98 ug/g (+1,53)
para polpa fresca sem casca. Estes teores, encontrados por estes autores, forneceram dados
promissores quanto a sua utilizacédo tecnoldgica.

Considerando que as polpas sé@o de mesma procedéncia e, presumivelmente, condigdes
de crescimento (de ocorréncia natural) e tipos de solo similares foram utilizados na producao
dos frutos, acredita-se que diferencas no estddio de maturacdo, obtencdo (por ndo ser um
processo tecnologicamente controlado) e, ainda, o tempo de armazenamento do produto
congelado antes da analise, justifiquem as diferencas encontradas.

Aumentos nos teores de carotenoides totais sdo, normalmente, observados em funcéo
do amadurecimento; consequentemente, frutas ou polpas de frutas apresentam maiores teores
de carotenoides quando colhidas maduras. Esses aumentos foram relatados por Mercadante e
Rodriguez-Amaya (1998) e Porcu e Rodriguez-Amaya (2008), em manga e pitanga,
respectivamente, ao analisarem as frutas verdes, parcialmente maduras e maduras. Ainda em
relacdo a manga, foram observados teores de carotenoides totais mais elevados nas frutas
colhidas no periodo final de safra (MANTHEY e PERKINS-VEAZIE, 2009). Rosso e

Mercadante (2005) encontraram diferencas no teor de carotenoides totais ao analisarem frutos
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de acerola de safras diferentes (2003 e 2004) produzidas comercialmente no estado de S&o
Paulo, observando teores mais elevados em ambos os frutos da segunda safra, relacionado a
temperaturas mais elevadas e menor precipitacdo pluviométrica. Assim, embora a data de
colheita dos frutos de cagaita que originaram a polpa utilizada neste estudo seja conhecida
(ocorrida no final da safra, no més de novembro de 2009), o desconhecimento do periodo de
colheita dos frutos que originaram as polpas analisadas por Carvalho e col. (2009)
inviabilizam maiores discussoes.

Perdas substanciais de carotenoides foram descritas por Rodriguez-Amaya (2002),
inclusive maiores do que as relacionadas ao processamento térmico e creditadas a producdo
de polpas e sucos, uma vez que o corte e a trituracdo acarretam liberacdo de enzimas que
catalisam a oxidacdo, além de aumentarem sua exposi¢cdo ao oxigénio. Hamano e Mercadante
(2001) referem teores de carotenoides totais inferiores aos do fruto para produtos comerciais
de caja como polpa e suco pasteurizado.

A atividade de enzimas oxidativas liberadas ap0s a obtencdo de polpas e sucos de
frutas € responsavel pelas perdas de carotenoides totais durante a estocagem por
congelamento. Embora tenham sua atividade reduzida, estudos em polpas de pitanga e acerola
comprovam que sua atividade ndo é totalmente interrompida durante a estocagem por
congelamento. A inativacdo dessas enzimas € atingida por branqueamento (CAVALCANTE,
1991; CAVALCANTE e RODRIGUEZ-AMAYA, 1992; LOPES, MATTIETTO e
MENEZES, 2005), etapa que ndo foi realizada na obtencdo da polpa analisada no presente
estudo.

Nos estudos supracitados, perdas de 15 a 30% sdo reportadas a partir de 30 a 90 dias,
sendo o maior percentual ocorrido no primeiro més de estocagem. E possivel que perdas
tenham ocorrido em decorréncia desses fatores, uma vez que a estabilidade dos carotenoides
da cagaita ainda ndo foi estudada e, ao considerarmos que a polpa utilizada no presente estudo
permaneceu armazenada, sob congelamento, por seis meses antes do inicio das analises.
Entretanto, esse fato, apesar de influir no valor quantitativo encontrado na polpa estudada, ndo
diminui a relevancia do presente trabalho nem fere seu objetivo principal que € conhecer os
carotenoides da polpa e a retencdo destes apds o processo de microfiltracdo por membranas.

Considerando o acima exposto, torna-se importante verificar futuramente quais seriam
as diferencas no teor de carotenoides totais da cagaita em diferentes estadgios de maturacéao

para melhor compreender as diferencas encontradas, inclusive considerando a variavel clima
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como um dos fatores influentes, bem como avaliar a estabilidade de carotenoides da polpa de
cagaita durante o tempo de congelamento.

Diferentemente, os teores de carotenoides da polpa de cagaita analisada no presente
estudo foram superiores (8,22 pg/g) aos teores encontrados (7,7 ug/g) por Cardoso e col.
(2011) em polpa de cagaita produzida na cidade de Felixlandia, Minas Gerais, obtida
momentos antes da realizacdo das andlises. Essas diferencas podem ser atribuidas
principalmente a localizacdo geografica de cultivo ou crescimento, além das condicfes
mencionadas anteriormente.

Lima, Mélo e Lima (2002) encontraram teores de carotenoides totais mais elevados
em duas variedades de pitanga (fruto pertencente a mesma familia da cagaita) que variaram de
79 a 111 ug/g. Diferencas significativas (P < 0,05) nos teores de carotenoides totais foram
descritas por Rosso e Mercadante (2005) ao analisarem duas variedades genéticas de acerola
produzidas no estado de Sao Paulo, sendo maiores teores encontrados na cultivar Olivier.

Diferengas significativas (P <0,05) em carotenoides totais entre cultivares também
foram reportadas na avaliacdo de duas variedades de manga produzidas no estado de S&o
Paulo, Keitt e Tommy Atkins, sendo maior na ultima e por Dhuique-Mayer e col. (2009) em
cinco variedades de laranja produzidas em diferentes regibes (Mediterraneo, areas
subtropicais e tropicais).

Independentemente do cultivar, a regido de cultivo também influencia os teores de
carotenoides das frutas. Porcu e Rodriguez-Amaya (2008) ao estudarem a variagdo da
composicdo de carotenoides em pitanga indigena provenientes dos estados do Parana (clima
frio), S&o Paulo (clima temperado) e Pernambuco (clima quente), encontraram diferencas
significativas (P < 0,05), sendo os teores mais elevados encontrados nos frutos produzidos em
Pernambuco e valores intermediarios encontrados nos frutos de Sdo Paulo. Desta forma, as
diferencas encontradas nos teores de carotenoides da polpa integral de cagaita analisada no
presente estudo e na polpa fresca analisada por Cardoso e col. (2011) se justificam em funcao
do maior teor se relacionar com a regido de origem, uma vez que maiores teores Sdo
relacionados a maior exposicao a luz solar (ROSSO e MERCADANTE, 2005).

Deve-se considerar ainda que a diferenca nos teores de carotenoides totais entre as
polpas produzidas em Felixlandia (MG) e Damiandpolis (GO) devem ser ainda maiores, tendo
em vista que a polpa analisada por Cardoso e col (2011) era fresca, ou seja, produzida
momentos antes da analise, e a polpa analisada no presente estudo ficou armazenada por seis

meses antes das analises.
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As polpas analisadas no presente estudo apresentaram contetdos inferiores (8,22 ug/g)
quanto a carotenoides totais quando comparadas as amostras de polpa de maracuja amarelo
analisadas por Silva e Mercadante (2002), que contém teores entre 15,36 e 27,14 ug/g.

4.5.2. Carotenoides e isbmeros identificados

Os carotenoides identificados na polpa de cagaita bem como seus respectivos teores
podem ser observados na Tabela 6 no subitem 4.5.1. Os carotenoides identificados diferiram
em funcdo da saponificacdo ou ndo das amostras. Nas amostras ndo saponificadas foi possivel
identificar somente 0s picos referentes ao B-caroteno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina.
Nessas amostras 0S picos referentes ao a-caroteno e isomeros 9 e 13-cis-B-caroteno nédo
puderam ser identificados, assim como os teores reais do [-caroteno e da [-criptoxantina
foram subestimados, como pode ser observado na Figura 21.

A saponificacdo elimina clorofilas e lipidios indesejados, além de hidrolisar ésteres de
carotenoides, simplificando a identificacdo, separacdo e quantificacdo de carotenoides. As
xantofilas presentes em frutas encontram-se esterificadas a acidos graxos. Embora tenham
sido encontrados baixos teores de lipidios na polpa do presente estudo, sabe-se que a cagaita
possui elevados teores de acidos graxos (MARTINOTTO et al., 2008).
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Figura 21. Cromatograma da polpa de cagaita (Eugenia dysenterica DC) extraida sem a etapa de

saponificag&o.
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Entretanto, a exposicdo ao alcali pode causar reac6es indesejadas como a hidrélise de
ésteres de carotenois (xantofilas), condensacdo alddlica (reagdo que produz cetonas a partir de
apocarotenais, além de desidratacdo entre outras reacfes) e consequente formacdo de
inimeros produtos indesejaveis como isdmeros cis, epdxidos, entre outros (KIMURA,
RODRIGUEZ-AMAYA e GODOY, 1990). Isso explica a identificacdo dos isdmeros 9 e 13
cis do PB-caroteno e 0s menores teores de carotenoides totais, de luteina e zeaxantina
encontrados na polpa de cagaita submetida a etapa de saponificacdo. Contudo, os baixos
teores dos isdbmeros cis encontrados, refletem a eficiéncia da extragéo.

A formacdo de isOmeros e outros compostos indesejaveis ap6s a saponificacdo
também foi reportada por Zanatta (2004) na andlise da polpa de camu-camu, tendo sido
encontrados isdmeros cis do B-caroteno (9-cis), do licopeno (9-cis), p-criptoxantina (9-cis),
luteina (9 e 13-cis), violaxantina (9-cis), além de epoxidos do B-caroteno e de quase todas as
xantofilas incluindo a B-criptoxantina, luteina e zeaxantina. Foi observada ainda a formagéo
de compostos indesejaveis a partir de apocarotenoides (monohidroxilados).

No entanto, a presenca dos isdmeros 9 e 13-cis do B-caroteno nao pode ser atribuida
apenas a saponificacdo, mas também a exposicdo ao oxigénio, a luz, a enzimas oxidativas
presentes no fruto e ativadas na obtencdo da polpa e ao periodo de armazenamento, sob
congelamento (CAVALCANTE e RODRIGUEZ-AMAYA, 1992; RODRIGUEZ-AMAYA,
2002; LOPES, MATTIETTO e MENEZES, 2005). Agostini-Costa, Abreu e Rossetti (2003)
ndo identificaram isdmeros cis do B-caroteno na polpa fresca de acerola, porém apds 3 meses
de estocagem detectaram 4,5% de 9-cis e 6,5% de 13-cis-B-caroteno.

Entre os aspectos positivos da saponificacdo estdo a identificacdo do a-caroteno, além
dos isbmeros 9 e 13-cis-B-caroteno e, ainda, a possibilidade de distinguir o real teor do f-
caroteno e da B-criptoxantina. Sendo assim, cinco carotenoides foram encontrados na polpa de
cagaita no presente estudo: a luteina, a zeaxantina, a fB-criptoxantina, o a-caroteno ¢ o [-
caroteno, além dos isdmeros 9 e 13-cis-p-caroteno (Figura 22), sendo o B-caroteno e a [-
criptoxantina os carotenoides mais abundantes, a luteina e a zeaxantina os carotenoides

intermediarios e 0 a-caroteno o carotenoide minoritario (Tabela 6 no subitem 4.5.1.).
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Figura 22. Cromatograma da polpa de cagaita extraida e saponificada.

Perfil semelhante de carotenoides majoritarios que o encontrado no presente estudo
para polpa de cagaita, ou seja, f-caroteno e B-criptoxantina foram reportados por Silva e
Mercadante (2002) para os lotes 3 e 5 de maracuja amarelo, que assim como a cagaita é uma
fruta climatérica (amadurecimento apos sua colheita).

A acerola apresenta uma composicdo proxima em termos dos trés carotenoides
principais, sendo a luteina o majoritario, seguido do B-caroteno e da B-criptoxantina, embora
0s teores sejam bem superiores (ROSSO e MERCADANTE, 2005) aos encontrados na polpa
de cagaita analisada no presente estudo.

A reducdo dos teores de luteina e zeaxantina observados na amostra saponificada em
relacdo a amostra ndo saponificada se explica pelo tempo de exposicdo ao alcali e reflete a
degradacdo exercida pelo mesmo nesses carotenoides, apresentando impacto sobre o teor de
carotenoides totais como relatado anteriormente.

Zanatta (2004) reportou perdas desses e de outros carotenoides ap0s a etapa de
saponificacdo em polpa de camu-camu. Outros autores também reportaram perdas de luteina e
zeaxantina apds a saponificacdo de diferentes matrizes vegetais, como Riso e Porrini (1997) e
Kimura, Rodriguez-Amaya e Godoy (1990).

A composicdo dos carotenoides, bem como 0s seus teores encontrados no presente
estudo, diferem dos achados descritos por Cardoso e col. (2011) em polpa de cagaita com
casca fresca, produzida momentos antes das analises, obtida na cidade de Felixlandia (MG).
Os carotenoides identificados pelos autores foram o a-caroteno (3,1 pg/g), p-caroteno (3,9

pg/g) e licopeno (0,6 pg/g). No presente estudo, foram encontrados a B-criptoxantina, a
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luteina e a zeaxantina, além dos isdmeros cis do -caroteno, carotenoides ndo identificados na
polpa de MG. Em contrapartida, Cardoso e col. (2011) observaram licopeno na polpa de
cagaita de MG, carotenoide este ndo encontrado na polpa analisada no presente estudo. O
carotenoide minoritario no presente estudo foi o a-caroteno, diferindo do estudo conduzido
pelos autores citados acima que descreveram o licopeno como minoritario. As semelhancas
entre o presente estudo e o estudo conduzido por Cardoso e col. (2011) foram em relagdo ao
B-caroteno ser o carotenoide majoritario e a identificagdo do a-caroteno nos dois trabalhos.

Agostini-Costa, Abreu e Rossetti (2003) observando a estabilidade de carotenoides na
polpa de acerola congelada durante onze meses, encontrando redugdes significativas (P
<0,05) de P-caroteno e de PB-criptoxantina no primeiro més, sendo elas de 26% e 37%
respectivamente. Quanto ao teor de B-criptoxantina, a reducdo foi de 61% no décimo més de
estocagem, enquanto que o B-caroteno se manteve estavel apos a perda inicial.

A polpa analisada no presente estudo foi submetida a congelamento lento e resultados
similares foram reportados por Cavalcante (1991) durante a estocagem por 90 dias de polpa
de pitanga submetida ao congelamento lento, sendo constatadas maiores perdas para -
caroteno (63%) e B-criptoxantina (38%) ao final do primeiro més e nenhuma diferenca (P
< 0,05) para 0 a-caroteno durante a estocagem, demonstrando que o tipo de congelamento
influencia também no percentual de perda.

Como observado nas Figuras 19 e 20, os métodos de extracdo, saponificacdo e de
analise cromatografica utilizados no presente estudo foram eficientes na separacdo para a
identificacdo dos carotenoides e isdmeros cis-p-caroteno na polpa de cagaita. Utilizando sete
padrdes, foi possivel identificar por comparacdo de seus respectivos tempos de retencéo,
ordem de eluicdo e espectros de absor¢do apenas cinco carotenoides.

Contudo, Zanatta (2004) identificou e confirmou a identidade de 46 carotenoides em
camu-camu apos a saponificacdo por CLAE associada a EM, que diferiu do método utilizado
no presente estudo em relacdo a fase mével (agua/metanol/éter metil terc-butilico) e a eluicdo
da fase movel (em gradiente), a ordem de eluicdo e ao tempo de retencdo. Porém, a principal
diferenca, foi em relacdo ao nimero de padrdes utilizados, que permitiram identificar um
maior nimero de carotenoides na polpa analisada. Entretanto, como vantagem, o método
utilizado no presente estudo é mais rapido considerando-se que o tempo total de analise foi de
28 minutos em comparacdo ao tempo de 60 minutos de andlise do método utilizado por

Zanatta (2004) e de 45 minutos do método preconizado por Rodriguez-Amaya e Kimura
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(2004). A metodologia utilizada no presente estudo pode e deve ser otimizada com relacéo ao
namero de padrdes utilizados para a construgdo da curva de calibracéo.

Considerando-se as perdas, principalmente de luteina e zeaxantina seria recomendavel
utilizar concentragdes menores do alcali na saponificacdo a fim de minimizar as perdas desses
carotenoides, assim como Zanatta (2004) otimizou.

Para garantir a confirmacdo da identidade dos carotenoides identificados por CLAE,
serdo realizados futuramente cromatografia em coluna aberta ou analise por espectrometria de

massas, conforme recomendado por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004).

5.5.3. Retencdo de carotenoides na polpa de cagaita concentrada

Na Tabela 7, podem ser observados os teores de carotenoides encontrados nas polpas
de cagaita integral, concentrada e clarificada e, na Figura 23, encontra-se o cromatograma dos
carotenoides da polpa concentrada de cagaita saponificada. Todos os carotenoides presentes
na polpa de cagaita integral, bem como os isdmeros 9 e 13-cis do p-caroteno permaneceram
na polpa concentrada apds a sua clarificacdo, de modo que foram observados aumentos de
26% no teor de carotenoides totais e de 4%, 10%, 45% e 50% nos teores de B-caroteno, -
criptoxantina, luteina e zeaxantina, respectivamente, o que era esperado. Apenas 0s teores de
a-caroteno encontraram-se diminuidos (38%) na polpa concentrada. N&o foram identificados

carotenoides na polpa clarificada.
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Tabela 7. Teores de carotenoides e isémeros (ug/g) das polpas de cagaita integral e
concentrada e do suco clarificado.

Polpa Polpa integral Polpa concentrada

Carotenoides

Polpa clarificada

integral saponificada Saponificada
Totais 8,22 +
0.06 5,83 +0,52 7,33+0,10 -
0,97 +
p-caroteno 1,70 £0,18 1,77 £0,14 -
0,08
9-cis--caroteno 4 0,20 + 0,01 0,22 + 0,01 i
13-cis-p-
caroteno Nd 0,09 +£0,01 0,09 +£0,01 -
B-criptoxantina 0,35 + 1,49 + 0,11 1,64 + 0,09 i
0,01
a-caroteno Nd 0,18 + 0,16 0,07 £ 0,03 -
Lutelna 1812 0,85 + 0,01 1,24 + 0,09 .
0,12
Zeaxantina 169851“ 0,79 + 0,02 1,19 + 0,06 .

Resultados expressos em média e DP.
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Figura 23. Cromatograma contendo os carotenoides encontrados no retentado remanescente do

processo de MF da polpa integral de cagaita.

As condi¢des envolvidas no processo de microfiltracdo, como a exposicdo a luz, ao
oxigénio e a pressdo ndo provocaram grandes alteragdes na molécula do B-caroteno, como
pode ser confirmado pelo teor inalterado do isémero 9-cis-p-caroteno. A modificagdo que
poderia ser atribuida ao mesmo foi 0 aumento em 10% na retengdo de 13-cis-f3-caroteno.

Os teores de carotenoides totais da polpa de cagaita concentrada (retentado)
apresentaram o mesmo comportamento da polpa integral em relacéo a etapa de saponificacéo,
ou seja, perda de 32%. Assim, foi entdo considerada a concentracéo de 10,76 ug/g, referente a
extracdo sem a etapa de saponificacdo, como o teor real de carotenoides totais da fracdo
retentada da polpa.

Pallet e col. (2005) processaram suco de laranja submetido a tratamento enzimatico
prévio por MF em membranas organica e de ceramica, ambas tubulares com diametro de poro
de 0,3 pm e &rea de 0,05 m® obtendo fluxos de permeado acima de 60 L/h.m? ndo
encontrando carotenoides no suco permeado, 0 que corrobora os resultados obtidos no
presente estudo. Reportaram ainda, baixos teores de carotenoides totais (4% do suco original)
apos a hidrolise enzimatica. Estes autores ainda relataram a retencdo de licopeno em sucos de
goiaba e melancia na polpa concentrada quando foram utilizadas membranas de 0,2 pm.

Semelhantemente, foi observada por Silva e col. (2005) a auséncia total de
carotenoides no suco de maracuja organico, previamente hidrolisado e clarificado por MF
com membrana de PES 0,3 pm e &rea de 0,05 m? bem como fluxos semelhantes aos

encontrados no presente estudo (25 L/h.m?), contudo, a pressdo utilizada no processo ndo foi
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mencionada no estudo. No entanto, esses autores observaram aumento no teor de carotenoides
totais (de 1,88 mg/100 g para 2,39 mg/100 g) apo6s a hidrélise enzimatica.

Ongaratto e Viotto (2009) processaram suco de pitanga, com e sem tratamento
enzimatico prévio, por MF utilizando membranas de PES com tamanho de poro de 150 kDa e
de PVDF com tamanho de poro de 200 kDa e, ainda, por UF com membrana de celulose com
cut off de 30 kDa, encontrando também 100% de retencdo de carotenoides no suco
concentrado remanescente do processo de clarificagdo. O mesmo foi reportado por Vaillant e
col. (2005) na clarificacdo de suco de meldo hidrolisado previamente por MF com membrana
de ceramica de 0,2 pm de tamanho de poro e 0,24 m? de area.

As retencOes de carotenoides em processos com membranas ndo se devem a massa
molecular desses compostos em fungdo do diametro de poro, mas sim as afinidades quimicas
dos mesmos com outros compostos e com o material da membrana, especialmente as de maior
tamanho de poro e organicas (TRACY e DAVIS, 1994; HO e ZYDNEY, 2000; PALLET et
al., 2005; ANDO et al., 2011).

Essa ideia é reforcada ao considerarmos que 0s carotenoides encontram-se
normalmente ligados a proteinas na matriz das frutas, enquanto que as xantofilas esterificadas,
preferencialmente a acidos graxos (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-
FARFAN, 2008).

Como as proteinas tambem s@o encontradas em contetido menor nos sucos clarificados
ap0s processos com membranas, € presumivel que os carotenoides tambem o sejam,
indicando que podem estar ligados a proteinas de maior peso molecular. No caso das
xantofilas, interac6es entre os lipidios e 0 material da membrana podem ser responsaveis pela
retencdo desses compostos no suco concentrado (ONGARATTO e VIOTTO, 2009).

Os teores reduzidos de a-caroteno na polpa de cagaita concentrada fornecem indicios
de que este micronutriente possa ter atravessado a membrana, ndo tendo sido possivel
identifica-lo devido a teores remanescentes muito reduzidos, principalmente considerando que
os teores de proteinas das polpas integral, concentrada e clarificada ndo apresentaram
diferenca significativa (P < 0,05). Adicionalmente, pode ter sido adsorvido na membrana se
considerarmos que este micronutriente s6 pode ser identificado ap6s a saponificacéo,
indicando que 0 mesmo poderia se encontrar esterificado a algum acido graxo.

Assim, antes de concluir que os carotenoides ndo permeiam as membranas, técnicas
para diminuir a adsorcdo e a polarizacdo podem e devem ser otimizadas nos processos com

membranas, entre elas, a otimizacdo da pressao utilizada, o tipo e material da membrana, o
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aumento da pressdo e da velocidade do fluxo para produzir turbuléncia que reduziria a
camada de concentracdo e a inversdo de fluxo por curto periodo de tempo (TRACY e DAVIS,
1994; HO e ZYDNEY, 2000; ANDO et al., 2011).

O processamento da polpa de cagaita por MF, nas condigdes realizadas neste estudo,
permitiu a obtencdo de clarificado com caracteristicas proximas as do suco original e o
retentado remanescente do processo apresenta ainda um valor agregado em relacdo a

concentragdo dos carotenoides presentes na polpa da fruta.

5. Conclusdes

v O teor de carotenoides totais encontrados na polpa de cagaita foi de 8,22 pg/g e os
carotenoides identificados foram a luteina, a zeaxantina, a B-criptoxantina, o a-caroteno
e o [P-caroteno, além dos isémeros 9 e 13-cis-B-caroteno sendo o [B-caroteno o

carotenoide mais abundante seguido da B-criptoxantina e o a-caroteno 0 minoritario;

v' Os aumentos dos percentuais de retencdo na polpa concentrada de cagaita quanto ao B-
caroteno, [B-criptoxantina, luteina e zeaxantina foram de 4%, 10%, 45% e 50%
respectivamente, além do aumento de 10% do isdmero 13-cis-p-caroteno e sendo o a-
caroteno o Unico carotenoide reduzido na polpa concentrada, fornecendo indicios de que

pode ter atravessado a membrana,;

v A polpa de cagaita clarificada ndo apresentou carotenoides, os quais foram

completamente retidos na polpa concentrada remanescente do processo de clarificacao;

v' A saponificacdo prévia a extracdo dos carotenoides promoveu a reducdo de luteina e de
zeaxantina, porém foi essencial para identificar o a-caroteno e permitir a quantificacdo

adequada dos teores de B-caroteno e B-criptoxantina;

v' As polpas concentrada e clarificada apresentaram composicdo compativel com os
padrdes estabelecidos pela legislacao brasileira, bem como a polpa clarificada revelou-se
comercialmente estéril, encontrando-se dentro dos padrdes preconizados pela legislacao

brasileira;
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v O maior tamanho de particulas da polpa de cagaita integral foi de 550 um, e o menor de

25 pm. Nanoparticulas foram encontradas, porém, em baixa frequéncia;

v O fluxo médio de 20,15 L/m?h na clarificacdo da polpa de cagaita por MF, néo foi
considerado elevado, porém pode ser otimizado para utilizacdo em escala industrial;

v Aretencdo dos carotenoides na polpa de cagaita concentrada pode agregar valor ao sub-
produto do processo, viabilizando a microfiltracdo para a clarificagdo de polpa de cagaita

para retencdo destes compostos.

5. Perspectivas futuras

e Determinar os carotenoides dos frutos da cagaita frescos provenientes da cidade de
Damianopolis (GO) para melhor compreensdo das perdas ocorridas no processamento
da polpa comercial a fim de indicar o melhor método para a manutencdo desses
compostos ao longo do periodo de armazenamento;

e Otimizar a etapa de saponificacdo, testando menores concentracbes da solucdo de
hidroxido de sddio até encontrar a melhor relacdo entre a eliminacdo dos interferentes
e menores perdas de luteina e zeaxantina,;

e Repetir a identificacdo de carotenoides por CLAE com maior numero de padrdes
analiticos referentes a carotenoides para aumentar as chances de separacdo dos
componentes desta e de outras matrizes alimentares;

e Confirmar a identidade dos carotenoides encontrados na polpa de cagaita por CCA ou
MS;

e Otimizar o processo de clarificacdo de polpa de cagaita por MF com membrana de
PES em relacdo ao fluxo, testando diferentes pressdes e avaliando a possibilidade de
hidrolise enzimética prévia ou néo;

e Realizar andlises de turbidez, viscosidade e luminosidade das polpas clarificadas de
maneira a compreender melhor o comportamento da matriz frente ao processo;

e Realizar estudo da vida de prateleira para verificar a eficiéncia do processo em longo

prazo em relacdo a qualidade nutricional e microbioldgica dos sucos clarificados.
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