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RESUMO

GOUVEA:; Ana Cristina Miranda Senna. Quantificacao das antocianinas majoritarias do
acai por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Seropédica: UFRRIJ, 2010. 63p.
(Dissertacdo, Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos).

O acai (Euterpe oleraceae Mart) € um fruto com alto valor energético e nutricional que possui
um elevado teor de compostos fendlicos, principalmente de pigmentos antocidnicos
diretamente relacionados a sua coloracdo. Nos ultimos anos, o interesse por esses pigmentos
se intensificou uma vez que varios estudos cientificos t€m demonstrado que as antocianinas e
suas respectivas agliconas sdo compostos bioativos e que podem estar relacionados a
prevengdo de doencgas, principalmente aquelas causadas por oxidagdo celular. A industria de
alimentos apresenta forte interesse em inovagdes tecnoldgicas que permitam atender as
necessidades e anseios do mercado consumidor. A aplicacido dos processos com membranas,
especificamente a microfiltracdo, representa uma alternativa que justifica o grande interesse
em investimentos e pesquisas. Em geral, sdo processos que ocorrem a temperatura ambiente
sem que haja mudanca de fase ou utilizacdo de calor. Desta forma, permitem a manutencio
das propriedades sensoriais e nutricionais dos produtos, além de representar uma economia
nos custos energéticos envolvidos no processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor das
antocianinas majoritarias, cianidina-O-3-glicosideo e cianidina-O-3-rutenosideo, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando padrdes previamente isolados
de amostras de acai liofilizadas, durante clarificacdo de suco de agai por microfiltracido. Para
diminuir a viscosidade e o teor de polpa do suco e, consequentemente, aumentar a eficiéncia
do processo, foram introduzidas uma etapa de hidrdlise enzimética e outra de centrifugacio
do suco antes da microfiltracdo possibilitando a quantificacdo de cada antocianina e o seu
rendimento em cada etapa do processo. As antocianinas majoritdrias isoladas foram
conclusivamente identificadas por CLAE e espectrometria de massas, confirmando as
informagdes obtidas na literatura quanto a presenca das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo
e cianidina-3-O-rutenosideo como majoritdrias do agai. Esta técnica também pode contribuir
para caracteriza¢do de outras matrizes, sendo possivel a confirmacido de dados previamente
publicados. Com os resultados obtidos, conclui-se também ser possivel a utilizacdo de outras
matrizes para isolar padrdes e assim caracterizar outras amostras com confianca e economia.
Em relacdo a microfiltragdo, foi possivel quantificar os teores de cianidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-rutenosideo nas correntes de alimentagio e permeado que apresentaram
respectivamente, 37 e 97 ug / 100g na alimentacdo e 15 e 54 ug / 100g no permeado.

Palavras chaves: padrdes de antocianinas, CLAE; agai, microfiltragdo.



ABSTRACT

GOUVEA; Ana Cristina Miranda Senna. Quantification of the major anthocyanins of acai
by high performance liquid chromatography. Seropédica: UFRRJ, 2010. 64p.
(Dissertation, Master in Food Science and Technology, Food Science).

Acai (Euterpe oleraceae Mart) is a fruit with a high energetic and nutritional value that
presents high content of phenolic compounds, mainly anthocyanin pigments directly related to
its color. Over the past few years the interest on these pigments has been intensified as many
scientific studies demonstrate that the anthocyanins and their aglycones are bioactive
compounds and they can be related to disease prevention, mainly those caused by cellular
oxidation. The food industry has a great interest in technological innovations that attend for of
the requirements of the consumer market. The use of membrane processes, particularly
microfiltration, represents an option that justifies the investments and researches on this
subject. In general, these processes are conducted at room temperature without heat or phase
change, preserving the sensory and nutritional quality of the products in addition to the
reduction in the energetic costs involved in the process. The objective of this work was to
evaluate the content of the main anthocyanins, cyanidin-3-O-glicoside and cyanidin-3-O-
rutenoside, using high performance liquid chromatography (HPLC) by using standards
previously isolated from freeze-dried acai samples, in the clarification of agai juice by
microfiltration. In order to decrease the juice viscosity and the pulp content, consequently
increasing the efficiency of the process it was introduced two steps before the microfiltration,
an enzymatic hydrolysis followed by the juice centrifugation. The use of HPLC allowed the
isolation of analytic standards from natural sources with a high purity level more than 97%
allowing the quantification of each anthocyanin and its yield in each step of the process. The
main anthocyanins isolated were conclusively identified by HPLC and mass spectrometry
confirming data reported by other researches about the presence of anthocyanins cyanidin-3-
O-glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside as major anthocyanins of agai. This technique can
also contribute to the characterization of new matrix , allowing the confirmation of previously
published data. The obtained results showed that it is possible to use new matrix to isolate
standards and to characterize other samples with confidence and economy. Regarding the
microfiltration evaluation, it was possible to quantify the levels of cyanidin-3-O-glicoside and
cyanidin-3-O-rutenoside in the feed and permeate fractions, respectively, 37 and 97 png / 100g
for the feed and 15 and 54 pg / 100g for the permeate.

Keywords: standards of anthocyanins, HPLC, ag¢af; microfiltration.
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1 INTRODUCAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira tropical nativa da Amazonia
encontrado em grandes concentragdes em todo o Estudrio do Rio Amazonas e seus frutos, o
acai, sdo utilizados na produgdo da polpa, um importante componente na alimentagcdo da
populacdo local, devido ao seu alto valor energético e nutricional, consumida, sobretudo
misturada a farinha, com ou sem agucar. Nos estados do Amapa e Para é consumido durante
todo ano, por familias de diferentes niveis de renda. Nos outros estados brasileiros,
principalmente nas regides sul e sudeste, tem-se verificado um novo hébito alimentar,
representado pelo consumo de acai também na forma de suco, e esse crescimento tem sido
estimulado pela divulgacdo na midia sobre seu potencial energético e saudavel.

A “geracdo saude” aprovou o produto e o incluiu em sua dieta alimentar e, como
consequéncia direta desta divulgacdo nacional e internacional, este passou a ser considerado
extremamente importante para o crescimento das regides produtoras.

A principal finalidade da utilizagdo do agaizeiro ainda € para extracdo do agai, e isso
ird confirmar a sua importancia para a populacdo ribeirinha como uma das mais rentaveis
possibilidades de producdo e comercializacdo do fruto in natura, demonstrando sua
importancia socioecondmica para a regido.

O crescimento da demanda no mercado nacional e internacional, que foi observado
nos dltimos anos, despertou grande interesse em investimentos e pesquisas sobre esse assunto.
Este aumento pode ser atribuido as propriedades nutricionais e valor caldrico, pois este ¢ um
alimento rico em lipidios, fibras, vitamina E, vitamina B; e alguns micronutrientes minerais
como manganés, cobre, boro e cromo. Além disso, este fruto possui um elevado teor de
compostos fendlicos, principalmente de pigmentos antocidnicos, que estdo diretamente
relacionados & sua coloracdo. Nos ultimos anos, o interesse por esses pigmentos se
intensificou uma vez que vdrios estudos cientificos tém demonstrado que as antocianinas e
suas respectivas agliconas sdo compostos bioativos e que estdo relacionados a redugdo do
risco de diversas doengas, principalmente aquelas causadas por oxidagdo celular.

A literatura ja apresenta indicacdes da presenca das antocianinas cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo como majoritarias no acai. Além da identificacio das
antocianinas, sua quantificagdo também € muito importante, pois seus frutos podem ser
oriundos de vdrias regides apresentando, portanto, teores de antocianinas diferentes. Além
disso, a medida exata das antocianinas associada aos seus indices de degradacdo também se
torna muito util para indistrias de processamento de frutas, pois é um instrumento que pode
avaliar o impacto do processamento, armazenamento e transporte na qualidade da polpa,
sucos clarificados, sorvetes dentre outros.

Assim, a quantificacdo das antocianinas ganha grande importincia uma vez que estes
compostos mostraram possuir atividades benéficas a saide, podendo entdo servir como
parametro para qualidade do suco do agai ou de seus produtos processados.

Atualmente, a técnica mais utilizada, e uma das principais, para separacdo de
antocianinas é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com fase reversa. Esta
técnica permite realizar separacdes de uma grande quantidade de compostos presentes em
vdrios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugdo,
eficiéncia e sensibilidade. Além de permitir uma excelente separacdo, possibilita
simultaneamente a identificagc@o e quantificacdo dos pigmentos antocidnicos.

No entanto, para identificar e quantificar as antocianinas, individualmente, por CLAE,
o maior desafio é a disponibilidade dos padrdes de referéncia, os quais sdo vendidos em
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pequenas quantidades e, em geral, t€m alto custo. Existem relatos na literatura da dificuldade
de adquirir padrdes de antocianinas devido a grande diversidade da molécula, consequéncia
das inimeras possibilidades de combinagdes de seus substituintes, assim como da natureza e
do nidmero de acticares e de dcidos alifdticos e/ ou aromaticos bem como da localizacdo destes
compostos na molécula.

A Embrapa Agroindustria de Alimentos vem desenvolvendo métodos de quantificagdo
de moléculas bioativas por CLAE através de isolamento de padrdes.

Esses desenvolvimentos tém como objetivo evitar o uso de padrdes analiticos
comerciais, que podem apresentar baixa pureza devido ao longo tempo para aquisi¢do e as
condicdes de armazenamento, visto que, sdo geralmente importados, além de apresentarem
alto custo.

A industria de alimentos apresenta forte interesse em inovacdes tecnoldgicas que
permitam atender as necessidades e anseios do mercado consumidor que se apresenta cada
vez mais exigente. A aplicacdo de processos de separacdo por membranas, mais
especificamente da microfiltracio, no processamento de sucos de frutas pode ser uma
alternativa aos processos classicos de conservagado e clarificagdo. Na microfiltracdo ocorre a
remocdo das substincias responsdveis pela turbidez de sucos e bebidas, além de ser
considerada uma técnica de pasteurizacdo a frio. Esta técnica pode ser utilizada & temperatura
ambiente, sem que haja utilizacio de calor. Desta forma, permite a manutengdo das
propriedades sensoriais e nutricionais dos produtos, além de representar uma economia nos
custos energéticos envolvidos no processo.

A microfiltragcdo do suco de agai ja foi estudada, embora ndo tenha sido possivel
avaliar quantitativamente as antocianinas individualmente.

Neste contexto, o objetivo geral deste estudo foi avaliar por cromatografia liquida de
alta eficiéncia o efeito do processamento de clarificagdo de suco de acai, através da tecnologia
de membranas, mais especificamente por microfiltracdo, sobre o teor das antocianinas
majoritérias utilizando a técnica de quantificacdo por padronizagdo externa.

Objetivos especificos:

e Adaptar o método analitico utilizado para identificacio de antocianinas em
amostras sélidas para quantificacdo de amostras liquidas através da otimizacao
da etapa de extracdo e condi¢cdes de andlise cromatografica.

e Obter padrdes das antocianinas presentes no acai a partir de amostras liofilizadas
de seu suco, visando a sua quantificacdo por padronizagdo externa.

e Identificar os padrdes por CLAE e confirmar por espectrometro de massas MS-
MS.

e Avaliar, por CLAE, a concentracdo de antocianinas ao longo do processo de
obtencdo de acai clarificado por microfiltragao.

e Determinar o coeficiente de rejeicdo das antocianinas em todas as etapas do
processamento do suco de acai quantificadas por CLAE.

Este trabalho foi dividido em uma pequena revisdo da literatura, na exposi¢do dos
matérias e métodos utilizados para o desenvolvimento do trabalho e finalmente na
apresentacdo e discussao dos resultados obtidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acai

O acaizeiro (Euterpe oleraceae Mart.) € uma palmeira abundante no estudrio do Rio
Amazonas, em terrenos de vdrzeas, igapds e terra firme de toda a regido Amazodnica,
encontrando-se no Pard suas maiores reservas natural. Fornece variada matéria-prima, sendo
utilizado pelas populacdes nativas para suprir multiplas necessidades. De seus frutos pode-se
extrair, com auxilio de dgua, uma polpa de coloracdo violdcea comestivel e amplamente
utilizada na alimentacdo da populacdo regional, que se caracteriza pelo alto valor energético e
nutricional (FRANKE et al., 2001).

O acaizeiro € muito semelhante a palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.) da Mata
Atlantica, diferenciando-se por crescer em touceiras de 3 a 25 estipes (troncos de palmeira) e
podendo chegar a até 25 metros de altura (Figura 1). A exploracdo clandestina do palmito da
palmeira jucara pds em risco de extingdo esta espécie e hoje sua extracdo é considerada crime
ambiental. O incentivo do consumo do seu fruto como alimentacdo humana € uma alternativa
ecologicamente correta e biologicamente sauddvel. Seu fruto estd sendo considerado o acai da
Mata Atlantica. Segundo pesquisadores do Centro de Pesquisa do Cacau (Ceplec/Ceplac), a
polpa dos frutos da jucara apresenta composicdo quimica com qualidades nutricionais
compativeis com o da polpa do agaizeiro (SILVA, BARRETO & SERODIO, 2004).

Figura 1: Acaizeiros (Fonte: SILVA ef al., 2004).

O acaizeiro apresenta duas variedades de acai: o agaf branco, que possui frutos e polpa
verde-escura brilhante e o agai roxo cujo fruto apresenta coloracdo roxa tendendo ao preto e
que representa o maior volume de comercializa¢do. Os frutos sdo pequenos e arredondados
medindo de 1,1 a 1,5 cm de didmetro (Figura 2). Possuem uma tnica semente envolvida por
um tecido fibroso e coberta por uma camada de polpa fina e seca (ROGEZ, 2000). No
entanto, seu consumo nao ocorre na forma in natura, tendo a necessidade de ser submetido a
um processo de extracao para que seja transformado em polpa ou suco.
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Figura 2: Fruto do agaizeiro roxo (Fonte: Acai, Portal Sdo Francisco).

2.1.1 Habitos alimentares

Na regido norte, o acai constitui-se hd muito tempo como integrante da alimentagdo,
tanto dos povos indigenas quanto da populacdo ribeirinha e para alguns centros urbanos
regionais. Sendo entdo consumido pela populagdo como “vinho”, suco feito da polpa de seus
frutos, ou principalmente misturado a farinha de mandioca ou de tapioca (ROGEZ, 2000). A
divulgagdo das suas propriedades nutritivas e energéticas despertou interesse no seu consumo
em outros estados brasileiros. Principalmente nas regides sul e sudeste, tem-se verificado esse
novo habito alimentar representado pelo consumo de agai também na forma de suco, sorvete,
geléias, dentre outros.

A polpa congelada de agai comegou a ser comercializada a partir da década de 90.
Geralmente os jovens da regido sul e sudeste consomem esse produto misturado a outros
ingredientes, como xarope de guarand ou guarand em pd, algumas frutas tropicais e granola. A
“geracdo saude” aprovou o produto e o incluiu em sua dieta alimentar. Como consequéncia
direta desta divulgac@o nacional, sua fama de bebida energética ultrapassou fronteiras, o que
permitiu que o produto em 2000 comecasse a ser exportado para outros paises como Estados
Unidos e Itdlia. Estima-se que em 2003 foram comercializados cerca de US$2,12 milhdes, e
em 2005 pelo menos US$5,49 milhdes correspondendo a aproximadamente 2 a 3 mil
toneladas da bebida (SANTANA, 2006).

A principal finalidade da utilizacdo do acaizeiro ainda é para extracdo do acai.
Nogueira et al.(2005) apontaram a preservagdo dos acgaizais como ganho ambiental
importante como consequéncias destes novos mercados, confirmando a sua importincia para
a populacdo ribeirinha como uma das mais rentdveis possibilidades de producido e
comercializacdo de seu fruto. Eles ainda relatam que 20% da produgdo em 2004, foram
provenientes de areas cultivadas e de agaizais nativos manejados, o que em anos anteriores,
era quase que exclusivamente extrativista. O controle da producdo com aumento das areas
cultivadas e diminui¢@o do extrativismo € uma tendéncia a ser ampliada para que possa suprir
a demanda do mercado nacional e internacional.

2.1.2 Classificacao da polpa

A Instrucdo Normativa n° 1, de 7 de janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura e de
Abastecimento (BRASIL, 2000), define polpa de acai como produto extraido da parte
comestivel do fruto do acaizeiro, com ou sem adi¢do de dgua. Na prética, hd a necessidade de
imersdao do fruto em 4gua (morna ou a temperatura ambiente, dependendo do grau de
maturacdo) a fim de possibilitar o amolecimento do epicarpo e do mesocarpo. Apds algumas
sequéncias de lavagens, o despolpamento ocorre com o auxilio de injecdo de 4gua filtrada,
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onde o processo pode ser manual ou utilizando méquinas (mecénicas ou elétricas). Os
produtos obtidos segundo a Normativa citada (2000) sao classificados da seguinte forma:

e Acai grosso ou especial (tipo A) é a polpa extraida com adi¢do de dgua e
filtracdo, apresentando acima de 14% de sélidos totais e uma aparéncia densa.

e Acai médio ou regular (tipo B) € a polpa extraida com adi¢do de dgua e
filtracdo, apresentando de 11 a 14% de s6lidos totais € uma aparéncia densa.

® Acai fino ou popular (tipo C) € a polpa extraida com adicdo de dgua e filtragdo,
apresentando de 8 a 11% de s6lidos totais e uma aparéncia pouco densa.

2.1.3 Conservacao da polpa

Um ponto critico do comércio do agai é sua alta perecibilidade, quando nao-submetido
a processos de conservacdo. Mesmo sob refrigeracdo, a polpa ndo se conserva por mais de 12
horas (ALBARICI, VALETA, PESSOA, 2007). Esse fato pode estar associado a degradacio
enzimdtica em conjunto a elevada carga microbiana presente no fruto, causadas por condicdes
inadequadas de colheita, acondicionamento, transporte e manuseio durante o processamento.

Em 2006 a Secretaria Executiva de Sadde Publica do Pard (SESPA), notificou a
contaminagdo em algumas frutas, entre as quais o acai, pelo protozodrio Trypanosoma cruzi,
causador da Doenca de Chagas transmitida por barbeiros, inseto hemat6fago. Uma das formas
de transmissdo dessa doenca se dd por via oral através do consumo de alimentos
contaminados pelo barbeiro infectado. A contaminagdo pode ocorrer quando os insetos ou
suas excregdes sdo triturados em conjunto com o fruto do acai no despolpamento. A Unica
forma de eliminar o risco de contaminacdo e assegurar a qualidade do produto é através da
pasteurizagdo, além da introducdo das boas praticas de fabricacio e higiene no
processamento, visto que este é um processo cientificamente comprovado para eliminagdo de
patégenos, uma vez que, apenas o congelamento da polpa nédo tem eficacia sobre a inativagio
do protozodrio. Na pasteurizagdo, ocorre o aquecimento da polpa de agai sob temperatura de
80°C a 90°C durante 10 segundos e resfriamento imediato no préprio trocador de calor
(COHEN & ALVES, 2006).

Em 2007, foi firmado um acordo, Termo de Ajustamento de Conduta (TAC), onde as
grandes empresas se comprometeram a adequarem suas instalacdes com equipamentos para a
pasteurizagdo da polpa, além de adotar nos servicos de manipulagdo, preparagdo,
armazenamento, distribui¢do, transporte, exposi¢do a venda ou entrega da polpa ou suco de
frutas, condicdes higi€nico-sanitarias exigidas pelo 6rgdo de vigilancia sanitdria, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), (CNPG, 2007).

Para os produtores artesanais, o Ministério da Satide recomendou técnicas de
branqueamento e higienizacdo (imersdo em solu¢do de hipoclorito) do fruto do acaizeiro,
aliada as boas priticas de coleta, transporte, armazenamento e manipulacdo visando
minimizar o risco de contaminagdo do suco (CNPG, 2007; PORTALMS, 2009).

2.1.4 Composicao quimica

O acai é considerado uma das mais nutritivas frutas da Amazdnia. A polpa
concentrada de acai € um alimento que possui alto valor caldrico, por seu elevado percentual
lipidico, e nutricional, por ser rico em proteinas e minerais (COHEN & ALVES, 2006). Sua
composicdo foi avaliada por Rogez (2000) conforme mostra a Tabela 1.



Tabela 1: Composi¢do quimica e valor nutricional do acai

Composicdo quimica Unidade Quantidades na matéria seca
pH 5.8
Energia Kcal/100g 66,3
Matéria seca % 15,0
Proteinas g/100g(1) 13,0
Lipideos totais g/100g(1) 48,0
Acucares totais g/100g(1) 1,5
Actcares redutores g/100g(1) 1,5
Frutose g/100g(1) 0,0
Glicose g/100g(1) LS
Sacarose g/100g(1) 0,0
Fibras Bruta g/100g(1) 34,0
Cinzas 2/100g (1) 3.5
Sédio mg/100g(2) 56,40
Potassio mg/100g(2) 932,00
Cilcio mg/100g(2) 286,00
Magnésio mg/100g(2) 174,00
Ferro mg/100g(2) 1,50
Cobre mg/100g(2) 1,70
Zinco mg/100g(2) 7,00
Fésforo mg/100g(2) 45,00
VitaminaB1 mg/100g(2) 0,25
o- Tocoferol (vitamina E) mg/100g(2) 45,00

(1)Matéria seca (2) Célculo por diferenga (Fonte: ROGEZ, 2000)
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Nao hd um consenso literdrio referente a composicdo tanto dos frutos, porcdo
comestivel, quanto da polpa de acai industrializada. Pereira, Queiroz e Fiqueiredo .(2002)
avaliaram a sua composi¢do quimica e obtiveram valores proximos aos de Rogez (2000),
comprovando o elevado teor nutricional da polpa como fonte de lipideos e proteinas. Cohen e
Alves (2006) relatam a influéncia de fatores ambientais e genéticos além de outros fatores
como: tipo de solo, qualidade da dgua de inundag@o dos solos e época de safra. Em sintese,
acredita-se que varios fatores extrinsecos e/ou intrinsecos podem influenciar a composigéo e
sua respectiva concentracdo nos componentes dos frutos, portanto, sobre a qualidade do
produto final comercializado. Cohen e Alves (2006) citam Farias Neto et al (2005) referindo-
se a esses fatores como possiveis responsaveis pela diferenciacdo entre as populacdes de
diferentes procedéncias, mas sem saber a real contribuicdo de cada um.

No entanto, ndo é somente o alto valor nutricional do agcai que vem despertando o
interesse dos consumidores e pesquisadores. O fruto é rico em fendlicos, destacando-se os
pigmentos antocianinas pertencentes a classe dos flavonoéides, atualmente em evidéncia no
mundo cientifico por seus beneficios bioativos (CHANG et al, 2006; AGRAWAL;
HALAWEISH; DWIVEDI, 2007). Portanto, além do controle de qualidade da cor, visto que a
intensidade da cor violdcea do agai estd diretamente relacionada a alta concentracdo das
antocianinas (ROGEZ, 2000), a medida das antocianinas totais se torna interessante uma vez
que a estes compostos se atribuem atividades benéficas a saide humana.

2.2 Compostos Fendlicos

Sao definidos como substancias que possuem pelo menos um anel aromatico com um
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (SHAHIDI & NACZK,
1995). Sua estrutura quimica pode ter forma simples ou de polimeros e em alimentos de
origem vegetal podem apresentar-se na forma livre ou complexados a agticares e proteinas
(BRAVO, 1998).

Os compostos fendlicos de origem vegetal sdo metabdlitos secundarios que
frequentemente sdo sintetizados pelas plantas. Encontram-se amplamente distribuidos nos
vegetais exercendo variadas fungdes como: atrativo para polinizacdo, como agentes
antioxidantes, na protecdo das plantas contra raios UV e de agentes patégenos dentre outros
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

O interesse por esses compostos naturais, os quais foram por muitos anos somente
estudados por seus efeitos anti-nutrientes em alimentos, vem aumentando principalmente nas
ultimas décadas devido a varios estudos associarem compostos fendlicos com acgdes benéficas
a satide humana (AGRAWAL; HALAWEISH; DWIVEDI, 2007; TOURINO, et al., 2009).
Possuem um dos maiores grupos de componentes dietéticos, ndo essenciais, pois englobam
uma gama enorme de substincias das quais algumas sdo responsdveis pela atividade
antioxidante e seus efeitos farmacoldgicos.

Nos alimentos, os compostos fendlicos sdo os principais responsdveis pela qualidade
nutricional e caracteristicas sensoriais tais como adstringéncia, amargor e aroma, além da
estabilidade oxidativa dos produtos derivados de vegetais (BRAVO, 1998).

Dentre os compostos fendlicos existentes no reino vegetal destacam-se os flavonédides
que sdo compostos que se encontram amplamente distribuidos neste reino. Englobam um
numeroso grupo de pigmentos naturais e sdo responsdveis pelas cores e tons de azul,
vermelho e amarelo de numerosas flores, frutos e folhas (BOBBIO & BOBBIO, 1995).



2.2.1 Flavonoides

Os flavondides representam um grande grupo fitoquimico de compostos fendlicos.
Possuem 15 dtomos de carbono representados por uma estrutura comum, C¢C3Cs, composta
por dois anéis aromaticos ligados por tré€s carbonos e um atomo de oxigénio formando um
anel heterociclico oxigenado, denominado anel C (Figura 3). O grau de oxidagéo e o padrdo
de substituicdo do anel C classificam os flavondides e, dentro destas classes o padrido de
substitui¢do nos anéis A e B definem especificamente cada composto (RHODES, 1996;
BRAVO, 1998). Estas substituicdes podem incluir oxigenagdo, alquilacdo, glicosilagdo,
acilacdo e sulfatacio (HOLLMAN & KATAN, 1999).

5 4

Figura 3: Representacio da estrutura basica dos flavondides e o sistema usado para numeragdo dos carbonos
(BRAVO, 1998).

Dependendo da substituicdo e do nivel de oxidag@o no anel C, os flavondides podem
ser divididos em vdrias classes, sendo que os que se incluem na dieta humana encontram-se
essencialmente em seis classes. Considerando-se suas estruturas quimicas elas serdo
denominadas por flavondis, flavandis, flavonas, isoflavondides, flavanonas e antocianinas
conforme apresentado no Quadro 1 (BOBBIO & BOBBIO, 1995; MARTINEZ et al., 2002;
YILMAZ & TOLEDO, 2004).

Os flavondides destacam-se dentre os compostos fendlicos de maior interesse para a
saide humana, por apresentarem efeitos bioldgicos protetores, atuando na diminuicdo de
riscos de vdrias doencas como as cardiovasculares e o cancer (BROWNING; WALLE;
WALLE, 2005).

Existe mais de 8000 compostos individuais conhecidos. Segundo Veitch e Grayer
(2008), o numero de flavonodides novos notificados entre 2004 e 2006 foi superior a 600. Essa
diversidade estd relacionada a diferentes combinacdes de grupamentos substituintes presentes
nestes compostos.

Podem ser encontrados em diferentes tipos de vegetais: as flavanonas sdo encontradas
predominantemente em frutas citricas; flavonas em ervas aromadticas e graos de cereais;
isoflavondides em leguminosas e sementes oleaginosas como a soja; as antocianidinas e suas
formas glicosiladas, as antocianinas, em flores, folhas, caules e frutos; as flavan-3-ol
catequinas, epicatequinas e seus galato-ésteres estdo amplamente distribuidos em plantas,
embora as folhas de chd apresentem altas concentra¢des deste composto (PIETTA, 2000).



Quadro 1: Estruturas quimicas dos flavonéides

Flavonoéides Estrutura quimica basica
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(Fonte: BRAVO, 1998)

2.2.2 Antocianinas

Pertencentes a classe dos flavondides, as antocianinas representam o mais importante
grupo de pigmentos vegetais hidrossoldveis do reino vegetal (BRAVO, 1998).

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos = azul),
foi denominado por Marquat em 1853 caracterizando os pigmentos azuis das flores. Mais
tarde, foi observado que pigmentos naturais largamente distribuidos no reino vegetal
responsdveis pela maioria das cores violeta e varios tons de vermelho em flores, frutos, folhas,
caules e rafzes eram quimicamente similares aos que deram origem ao “flor azul”
(BROUILLARD, 1982).

Como ocorre com os outros flavondides, a grande diversidade das antocianinas estd
relacionada com a possibilidade de vérias combinacdes de grupos substituintes em sua
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molécula, da natureza e do nimero de agucares e de 4cidos alifdticos e/ ou aromadticos (Figura
4), bem como da localizacdo desses compostos presentes na sua aglicona o que ird conferir a
sua molécula uma maior estabilidade (STRACK & WRAY, 1989). Portanto, é raro no reino
vegetal a molécula na forma livre, aglicona. Podem estar glicosiladas em vdrias posi¢cdes, mas
ocorre naturalmente com maior frequéncia na posi¢do Cs; O segundo agucar quando presente
na molécula encontra-se na posicdo Cs, porém podem ocorrer glicosilacdes nas posi¢des C,
Cs:, C4 e Cs (Figura 3), (BROUILLARD,1982).

Glicose, arabinose, galactose, xilose, frutose e ramnose sdo os agiicares mais comuns
ligados as agliconas. Dissacarideos e trissacarideos, oligossacarideos formados pela
combinag@o destes seis monossacarideos podem também glicosilar algumas antocianinas
(HARBONE; SAITO; DETONI, 1994). Em muitos casos os agucares podem ser acilados por
acidos fendlicos como p-cumdrico, caféico, fertlico e sindpico (MAZZA & BROUILLARD,
1987).

CH,0H

Aglicona Glicosilagio Acilacdo

( Anel B) (Posi¢do 3 e 5) (Esterificagdo da OH dos agucares)
R;=R,=H Pelagornidina Glicose Acido p-cumdrico
R,;=0OH, R,=H Cianidina Arabinose Acido ferilico
R;=R,= OH Delfinidina Xilose Acido caféico
R;=0CH3,R,=H Peonidina Galactose
R;=0CHj3;,R,=0H Petunidina Ramnose
R;=R,= OCH;Malvidina Rutinose

Sambubiose

Figura 4: Representa a estrutura das antocianinas e as posicdes de glicosilagdo e acilagdo com exemplos de
actcares e dcidos mais comumente encontrados na natureza (Fonte: MALACRIDA & MOTTA, 2006).

2.2.2.1 Equilibrio quimico em solucao aquosa

Estes pigmentos antocidnicos sofrem transformagdes estruturais reversiveis com
mudanca de pH em solugdo aquosa ( Figura 5), manifestada por espectros de absorvancia
muito diferentes (GUIST & WROLSTAD, 2001). A mudanca da coloracdo de uma mesma
antocianina também estd relacionada a mudanca do pH, associacdo com cditions ou com
outros flavonodides presentes na planta ( BOBBIO & BOBBIO, 1995).
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Em solugdes aquosas, as antocianinas apresentam diferentes estruturas quimicas em
equilibrio. Quando o pH se encontra abaixo de 2,0, as antocianinas apresentam coloragio
intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cétion flavilico ( AH"). Com o pH
em torno de 4,5 é observado um equilibrio entre a pseudo base carbinol ou forma hemicetal,
incolor e chalconas. Com o aumento do pH ocorre uma rapida desprotonacgdo resultando na
formacdo predominante da base quinoidal (A) que tem coloracio azul (BOBBIO & BOBBIO,
1995; GIUST & WROLSTAD, 2001).

R+
l__oH

X

/LOH
s e

O-gly
O-gly O-gly
quinonoidal base: blue flavylium cation (oxonium form): orange to purple
pH=7 pH=1
+Ho0 | | -H

HO._ _~_ _OH _OH HO /:\
= O-gly ¥ -
PPN —
) ~ S Ro T O-gly

Ogly O O-gly
chalcone: colorless carbinol pseudo-base (hemiketal| form): colorless
pH=45 pH=4.5

Figura 5: Equilibrio das antocianinas em solug¢do aquosa (GIUST & WROSLTAD, 2001).
2.2.2.2 Estabilidade

Virias pesquisas foram realizadas com o intuito de se eliminar ou pelo menos reduzir
0 uso de corantes alimenticios sintéticos, dando lugar ao uso nos alimentos de corantes de
fontes naturais. As antocianinas s@o corantes permitidos em alimentos, mas elas ainda nio t€m
muitas aplicagdes. Seu uso como aditivo ainda € bastante restrito em fung@o de limitacdes
como a disponibilidade de matéria-prima produtora de pigmentos na quantidade e qualidade
requerida (STRINGHETA & BOBBIO, 2009). Além disso, tem-se visto que elas sdo corantes
fortes apenas em valores baixos de pH, o que limita ainda mais seu uso (COULTATE, 2004).
Durante o armazenamento, as antocianinas podem sofrer modifica¢des devido a sensibilidade
ao efeito da temperatura, oxigénio, luz e acdo enzimatica (FRANCIS, 1982, SHENOY, 1993;
SKREDE; WROLSTAD; DURST, 2000).

Em presenca de cdtions de aluminio (Al), ferro (Fe), estanho (Sn) e outros metais, as
antocianinas formam produtos insoliveis que, no caso do aluminio, encontram aplica¢cdes
como corantes que apresentam estabilidade ao calor, pH e oxigénio superior a das
antocianinas livres (MARCO & POPPI, 2008).
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A luz é outro fator de grande importincia na alteracdo da cor das antocianinas e a
transformacdo € mais intensa quando esse fator estd associado com o efeito do oxigénio
(MARCO & POPPI, 2008).

Na natureza, as moléculas de antocianinas estdo frequentemente associadas com outras
moléculas chamadas de copigmentos, que exercem uma influéncia determinante sobre a cor
dos vegetais. Atuam aumentando a intensidade da cor deslocando a absorvancia no sentido de
maior comprimento de onda, efeito batocromico (WILSKA & KORZUCHOWSKA, 1996).
Devido a solubilidade em 4gua, as antocianinas ocorrem nos tecidos das plantas dissolvidas
no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta pH levemente dcido (MARCO &
POPPI, 2008) e, segundo Gonnet (1998), nessa faixa de pH as antocianinas apresentam-se
incolores. Entretanto, as antocianinas estdo sempre relacionadas as partes coloridas das
plantas indicando que fatores fisico-quimicos devem estabilizd-las naturalmente (WILSKA &
KORZUCHOWSKA, 1996). Segundo Bobbio e Bobbio (1995), a estabilidade das
antocianinas ao descoramento aumenta consideravelmente quando cont€ém copigmentos
associados a suas moléculas como 4cidos fendlicos, flavondides ndo-antocianicos, alcaldides,
aminodacidos, taninos, entre outros.

A copigmentacdo pode ocorrer intermolecular e intramolecularmente. Na complexacio
intermolecular (Figura 6- A) predominam, provavelmente, forcas Van der Waals e efeitos
hidrofébicos em meio aquoso como resultado do empilhamento entre a molécula de
antocianina e o copigmento (BROUILLARD, 1992; FALCAO, 2003). A copigmentagio
intramolecular (Figura 6- B) ocorre somente quando o pigmento e o copigmento fazem parte
da mesma molécula, ou seja, quando o croméforo da antocianina e o copigmento estdo
covalentemente ligados ao mesmo residuo de aciicar (BROUILLARD, 1982; FALCAO,
2003).

A)

Figura 6: (A) Exemplo de copigmentagdo intermolecular entre uma antocianina e um copigmento (néo-
antocianico) Fonte: IAQOBUCCI E SWEENY, (1983), FALCAO, (2003)~; (B) Exemplo de copigmentacdo
intramolecular (FALCAO, 2003). Fonte: BROUILLARD, (1982); FALCAO, (2003).

2.2.2.3 Antocianinas em alimentos

Quando submetidas a hidrélise 4cida, as antocianinas liberam suas agliconas
denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza, apenas seis sdo as mais
comuns em alimentos: cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina que diferem entre si pelo nimero de hidroxilas presentes no anel B e o grau de
metilacdo desses grupos (BOBBIO & BOBBIO, 1995; GALVANO et al., 2004; LIMA et al.,

12



2006). A presenga de grupos -OCH3 (metoxila) confere, em geral, cor mais avermelhada e
maior estabilidade a oxidagdo e ao calor do que o aumento das hidroxila¢des, que, por sua vez
proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2004).
Alguns alimentos jd possuem suas antocianinas identificadas na literatura (Tabela 3).

Tabela 3: Exemplos de antocianinas identificadas em alimentos

Antocianinas Alimentos
Cianidina-3-glicosideo Cerejas™, jamboldo*, uvas*, morangos®,
amoras vermelhas*, acai (E. oleracea) ***,
jucara (E.edulis)**
Cianidina-3-rhamnosideo Acerola **, jucara (E.edulis)**
Cianidina-3-rutenosideo Acai (E. oleracea) ***, jucara (E.edulis) **,

amoras preta (R.ssp.) e ameixa (P.
domestica) ****,

Cianidina-3,5- diglicosideo Jambolao **
Peonidina-3-glicosideo Cerejas™, jabuticaba*, uvas*
Peonidina-3,5- diglicosideo Jambolao**

Malvidina-3- glicosideo Uvas*

Malvidina-3,5- diglicosideo Jambolao**
Pelargonidina-3-glicosideo Morangos*, jucara (E.edulis)**
Pelargonidina-3-rhamnosideo Acerola **
Pelargonidina-3-rutenosideo Jucara (E.edulis) **
Delfinidina-3,5-diglicosideo Berinjelas*, jambolao**
Delfinidina-3-galactosideo ou glicosideo Guajiru **
Petunidina-3-glicosideo Uvas*
Petunidina-3-glicosideo ou galactosideo Guajiru**

Petunidina-3,5- diglicosideo Jambolao**

Fonte: * (BOBBIO & BOBBIO, 1995), ** (BRITO et al., 2007),*** (GALLORI et al., 2004), ****(HONG &
WROLSTAD, 1990).

A elevada capacidade antioxidante das antocianinas estd diretamente relacionada a
deficiéncia de elétrons do nicleo flavilium e a presenca dos grupos hidroxilas livres, como
por exemplo, das delfinidinas e cianidinas (KUSKOSKI et al., 2004). O alto poder de reagdo
do grupo hidroxil com o radical faz com que o mesmo fique inativo (NIJVELDT et al., 2001).
A reagdo ocorre da seguinte forma:

ACY-OH + R* > ACY-O* + RH

Onde: ACY= antocianina, R*= radical livre e O*=radical livre de oxigénio

Na ultima década, muitos estudos sobre as antocianinas tém se concentrado no potencial
biol6gico e seus efeitos na saide humana. Embora exista grande quantidade de evidéncias
indicando sua bioatividade, pouco progresso foi feito para estabelecer a farmacocinética
destes compostos em relacdo a sua absor¢@o e metabolismo (KAY; MAZZA; HOLUB 2005).
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2.3 Processos de Separacao por Membranas — PSM

O desenvolvimento dos processos de separacdo por membranas e suas aplicacdes
industriais sdo considerados relativamente recentes, principalmente levando-se em conta que
os fendmenos envolvendo membranas vém sendo estudados hd mais de um século (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006). Uma membrana pode ser definida como uma barreira que
separa duas fases e que restringe, total ou parcialmente, o transporte de uma ou vdrias
espécies ( Figura 7).

Membrana

Permeado

Figura 7: Esquema de permeacio por membranas.

A classificagdo das mesmas pode ser feita a partir das suas caracteristicas
morfoldgicas como, por exemplo, a presenca ou auséncia de poros, o tamanho dos mesmos e
o grau de simetria, a partir de caracteristicas quimicas, como em relacdo ao material que a
constitui e ainda de acordo com a forma e tipo de médulo em que estdo inseridas (MULDER,
1991).

A tecnologia de separagdo por membrana baseia-se na permeabilidade seletiva de
alguns compostos do material através do meio filtrante, por meio de uma for¢ca motriz. A
composicdo da membrana e o tipo de forca motriz utilizado definem os diferentes processos:
microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo, didlise, osmose inversa, evaporacdo osmotica,
pervaporagido, permeacdo de gases (PORTER, 1990).

Os processos de microfiltragdo (MF), ultrafiltracdo (UF) e nanofiltracdo (NF) utilizam
membranas porosas cuja seletividade € caracterizada pela diferenca de tamanho entre as
moléculas da solug@o a ser fracionada e os poros da membrana, promovendo assim, um fluxo
convectivo com escoamento do permeado nos poros. No processo de osmose inversa (OI) sdo
utilizadas membranas densas, sendo a forca motriz a diferenca de pressdo para transferéncia
de massa. Estes processos diferem entre si pelo tamanho dos poros, que diminuem da
microfiltracdo para a nanofiltracdo (0,6 pm a 100 Da) e quase inexiste nas membranas densas
(MUDLER, 1991). Em contra partida, 2 medida que se diminui o tamanho dos poros a
pressdo necessdria para que haja um fluxo comercialmente permedvel é proporcionalmente
maior. A Figura 8§ demonstra esquematicamente o processo de separagdo por membranas em
funcdo do tamanho dos poros.

Segundo Habert, Borges e Nobrega (2006), os processos de separacdo por membrana
podem ser operados em escoamento tangencial ou perpendicular 2 membrana (Figura 9).
Quando ocorre o processamento de uma solucdo ou de uma suspens@do no modo
perpendicular, o permeado passa através da membrana e, o soluto ou os materiais em
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suspensao, sao retidos, ficando acumulados na superficie da membrana. Trata-se de um modo
de operacdo transiente, uma vez que a concentracdo do soluto pré6ximo a membrana aumenta
com o tempo. No escoamento tangencial, a solucdo ou suspensdo escoa paralelamente a
superficie da membrana enquanto o permeado € transportado transversalmente a mesma.
Neste caso, o escoamento paralelo & membrana limita o acdmulo do material retido sobre a

mesma.

Microfiltragio Particulas suspensas

Illlll:'_lllllll i

Macromoléculas

i llllll“l\_lllllll LLLLLLLLLT

Ultrafiltragdo
Nanofiltragao

Osmose Inversa

Agua

CABRAL, L. M. C.

Figura 8: Representacdo de processos de separacido por membranas de acordo com o tamanho dos poros.

Alimentagéo
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a)Filtragdo convencional b)Filtragdo tangencial

Figura 9: Modelo esquematico das diferentes formas de operacdo dos PSM — a)filtracdo convencional e b)
tangencial.
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O Quadro 2 dispde algumas caracteristicas dos PSM que utilizam gradiente de pressao
como for¢a motriz.

Quadro 2: Caracteristicas dos PSM que utilizam a pressdo como for¢a motriz

Forca . . Material que L
Processo & Material retido d Aplicacoes
motriz permeia
Esterilizag@o bacteriana
Microfiltracao AP Material em Agua e s6lidos Clarlflcagao, SUcos,
0,5-2 suspensio, bactérias dissolvidos vinhos, etc.
(MF) atm) p ’ ’ Concentragdo de células
Oxigenacdo do sangue
‘ . L Fracionamento/
Ultrafiltracao AP Coléides Agua, sais soliiveis concentracdo de proteinas
1-7 ) e compostos de ~
(UF) macromoléculas o Recuperagdo de
atm) massa molar média . P
pigmentos/ 6leos
w g s | s
Nanofiltracao monovalentes e ¢ £
(5-25 500<M.M<2000 Da. < . mar
(NF) moléculas de baixa .
atm) Biorreatores a membrana
massa molar
Dessalinizagdo de dguas
Osmose AP Todo o material Concentragdo de suco de
Inversa (20-80 soldvel ou em Agua (solvente) frutas
(0O atm) suspensao Desmineralizagdo de
dguas

(Fonte: HARBERT; BORGES; NOBREGA, 2006)
2.3.1 Vantagens e limitacoes

A grande vantagem dos processos de separacdo por membranas é que geralmente
ocorrem a temperatura ambiente e sem mudanca de fase, o que resulta em baixo custo
energético. O emprego de condi¢cdes amenas de temperatura gera a preservagdo de compostos
termo sensiveis. Outra vantagem da tecnologia de membrana estd relacionada a seletividade
do meio filtrante e o fécil escalonamento, por se tratar de sistemas modulares (MUDLER,
1991). Contudo, o custo de reposicdo da membrana, a diminui¢do do fluxo ao longo do
processo e a limpeza dos sistemas sdo algumas das desvantagens. Mesmo utilizando o fluxo
tangencial, verifica-se a diminui¢do do fluxo de permeado ao longo do processo,
conseqiiéncia do fendmeno conhecido como fouling, que se caracteriza pelo aumento da
resisténcia a passagem do solvente pela membrana, que pode ser resultante tanto da
diminuicdo da porosidade (entupimento, adsor¢do) quanto da polarizagdo de concentragio e
formacdo de camada gel na superficie da membrana (MERIN & DAUFIN, 1990).

Segundo Cruz (2008), estes fendmenos podem ser minimizados através de pré-
tratamentos que promovam uma diminuicdo dos sélidos em suspensdo presentes na polpa
como a centrifugacdo, tratamento enzimdtico ou refino, ou ainda através de altera¢Ges das
condicdes de processamento.

A limpeza e sanitizagdo da membrana, além de serem necessdrias para a garantia de
higiene possuem também a finalidade de garantir o restabelecimento do fluxo. Recomenda-se
que a limpeza seja feita no inicio e final de cada processo. O método de limpeza ird depender
da resisténcia quimica da membrana e do soluto utilizado (MUDLER, 1991).
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2.3.2 Microfiltracao

A microfiltracdo (MF) € o processo de separacdo com membranas mais préximo da
filtracdo cldssica. Utiliza membranas porosas com poros na faixa entre 0,1 e 10um (100 e
10.000 nm) sendo, portanto, processos indicados para a retencdo de materiais em suspensio e
emulsao.

A microfiltragdo é um dos processos com membranas de maior interesse nas industrias
de alimentos. Merin e Daufin (1990) relataram sua utilizacdo na separacdo da gordura do
leite, bactérias do leite integral ou de micelas de caseinas das proteinas soldveis no leite.
Dentre outras utilizacdes para microfiltracdo destaca-se seu emprego na recuperacdo de
biomassa e obten¢do de sucos clarificados.

Matta et al. (2004) relataram ser possivel a obtencdo de suco clarificado de acerola
através da microfiltracdo e sua preservacdo durante trés meses sob refrigeracdo, sem que
ocorressem alteracdes significantes das suas caracteristicas quimicas.

Magalhées et al.( 2005) avaliaram a conservacdo da dgua do coco verde utilizando a
tecnologia de separacdo por membranas, particularmente a microfiltracio e a ultrafiltracdo e
observaram uma reducdo significativa na turbidez da dgua de coco apds o processo de
filtracdo. Além disso, relataram que ndo observaram mudangas fisico-quimicas quando
compararam a dgua de coco permeada com a dgua de coco da alimentagdo.

Fontes e Caminoto (2007) avaliaram a microfiltracio de suco de acai diluido e
refinado, com o objetivo de reter fibras e, posteriormente, caracterizar as antocianinas nas
fragdes do permeado. Os autores atribuiram a baixa produtividade obtida ao tamanho do poro
utilizado (0,2 e 0,6um) e sugeriram novos experimentos com poros maiores, na faixa de 1 a
2um.

As condi¢des operacionais da microfiltracdo do acai fino, ndo pasteurizado, foram
avaliadas por Cruz (2008), que operou um sistema de membranas tubulares cerdmicas de a-
alumina, com tamanho de poro de 0,1um e 4rea filtrante de 0,022m> O fluxo médio obtido
para temperatura de 35°C com pressdo aplicada 2 membrana de 3,0 bar foi de 117,4L/hm?,
com fator de concentracdo volumétrico fixado em 2,0.

Ao avaliar o comportamento das antocianinas monoméricas, por pH diferencial,
durante o processo de clarificacdo do suco de agai por microfiltracido, Cruz (2008) observou
uma reten¢do de 36% no sistema que utilizou membranas ceramicas e de 25% no sistema de
membranas poliméricas. Contudo, a avaliacio estatistica indicou influéncia ndo s6 do tipo de
membranas, mas também da interacdo com a temperatura sobre as antocianinas monomeéricas.
Apesar das membranas poliméricas terem apresentado melhor desempenho em relacdo ao
rendimento dos pigmentos antociinicos, para o autor o fator determinante para a escolha do
tipo de sistema foi o rendimento do processo, no qual foi observado que a melhor condicao foi
a microfiltracdo do acai em membranas ceramicas a 35°C.

2.4 Procedimentos Analiticos

As técnicas de separacdo, identificagdo e quantificagdo recentes estdo baseadas em
equipamentos sofisticados e, grande parte das pesquisas voltadas para extracdo e purificagio
necessitam de etapas longas de preparo da amostra.

Os métodos citados na literatura para a andlise de antocianinas incluem cromatografia
em papel, cromatografia em camada fina, cromatografia em coluna, extracdo em fase sélida,
cromatografia contra-corrente, espectroscopia de absorcio UV-Visivel, cromatografia liquida
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de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de massa (MS) e espectrometria de ressonancia
magnética e nuclear (RMN) ( SKREDE & WROLSTAD, 2002).

2.4.1 Extracao

As antocianinas, por apresentarem glicosideos e grupamentos hidroxilicos ligados a
sua estrutura bdsica, sd@o muito hidrossoliveis, sendo facilmente extraidas de plantas
utilizando solventes polares. Quando sua extragdo ndo possui cardter quantitativo, a agua e
etanol sdo solventes que podem ser utilizados, mas quando o aspecto quantitativo é
prioridade, o metanol é o solvente mais eficaz e utilizado, apesar da sua toxicidade. A
limitacdo do uso do etanol e dgua estd relacionada com menor eficiéncia de extracdo de
antocianinas. Metanol é 20% mais eficiente do que etanol e 73% mais efetivo que a 4dgua
(TERCI, 2004).

Muitos pesquisadores acidificam os solventes de extracdo com intengdo de prevenir a
oxidagcdo das antocianinas extraidas e, dentre os 4cidos utilizados encontram-se o &4cido
cloridrico, acido acético e 4acido férmico. Porém, segundo Jackman er al. (1987), a
concentragdo do 4cido cloridrico ndo deve ser superior a 0,05%, pois na tentativa de
estabilizar a antocianina, o 4cido modifica a forma nativa do pigmento, devido ao rompimento
das associagdes com metais e co-pigmentos, podendo resultar em decomposicdo das
antocianinas aciladas e, consequentemente, na estimag¢ao incorreta do teor de antocianinas.

O controle da temperatura também € muito importante, pois quando os extratos
alcodlicos acidificados com 1% de HCI sdo submetidos a temperatura de 60°C durante 1 hora
ou a evaporacdo sob aquecimento para eliminacdo do solvente, poderd ocorrer a hidrélise dos
acucares ligados a antocianinas liberando suas agliconas (CAMPOS, 2006).

Segundo Xavier (2004), com metanol o 4cido citrico é o dcido organico mais efetivo,
seguido pelos acidos tartarico, férmico, acético, propridnico, nesta ordem; com &agua, 0s
melhores dcidos sdo dcidos acético, citrico, tartdrico e hidrocloridrico.

2.4.2 Purificacao do extrato

Quando necessdrio, deve-se fazer a purificagdo do extrato. Pois apds a extragdo, o
extrato antocidnico contém além de antocianinas, outros compostos fendlicos, acucares,
polissacarideos soliveis, proteinas, citions e dcidos organicos (CAMPOS, 2006).

Giusti et al. (1998) relataram o método de extracdo em fase sélida (SPE — Solid Phase
Extraction) para purificacio prévia de extrato antocidnico. Os cartuchos C;s ou Sephadex sdo
habitualmente os mais usados. Consiste na aplicacdo de extrato das antocianinas bruto no
cartucho contendo material sorvente. As antocianinas sdo sorvidas fortemente neste material
(fase estaciondria) por suas hidroxilas livres. Desta forma, as substincias mais polares que as
antocianinas, como acucares e 4cidos orgénicos sdo, primeiramente, eluidas quando o
cartucho € submetido a lavagem com dgua. Em seguida, as antocianinas sdo eluidas com
solvente alcodlico acidificado (TERCI, 2004; KONG et al., 2003; KONG et al.,2008).

2.4.3 Isolamento
Segundo Pacheco (2009), o uso da cromatografia em coluna aberta pode ser uma

técnica alternativa para isolamento de substincias em quantidade relativamente significante e
alta pureza, as quais podem ser usadas posteriormente como padrdes analiticos.
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Por oferecer 6timas separagdes, alta sensibilidade, tempo de andlise relativamente
curto e ndo necessitar de extratos com elevada pureza, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica cromatografica de escolha para a separacdo e isolamento
de antocianinas. As antocianinas possuem intensa absor¢do caracteristica na faixa de 490-
550nm (UV-Visivel), esta banda de absorcdo estd longe das bandas de absor¢do de outros
compostos fendlicos (FULEKI & FRANCIS, 1968b). A area do pico cromatogriafico da
antocianina isolada observada em 280nm pode servir como indicador de pureza do pigmento
isolado, pois na faixa de 250-280nm (UV) todos os flavondides mostram alta absorvancia
(GIUSTI; SAONA; WROLSTAD, 1999).

Campos (2006) relatou o isolamento de antocianinas presentes em extrato previamente
purificado por CLAE. As coletas das fracdes foram realizadas individualmente, diretamente
do cromatégrafo para tubos de ensaio, sendo em seguida realizadas leituras de absorvancia em
espectrofotometro em 517 nm. Para eliminar o solvente o autor submeteu as fracdes por
aproximadamente quatro horas em evaporador a vacuo.

2.4.4 1dentificacao e quantificacao
2.4.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

Com origem no grego “chroma +graphein”, a cromatografia ou escrita da cor, é um
método contemporaneo que ganhou relevo por volta de 1903, com o botinico Mikhail
Semenovich Tswett, nascido em Asti (Itdlia) a 14 de Maio de 1872, sendo a familia originaria
da Russia. Apds ter estudado na Universidade de Genebra (Suica), mudou-se para S.
Petersburgo (Russia) em 1896 onde comecou a trabalhar como assistente no laboratério de
botéanica da Academia de Cié€ncias dos Imperadores Russos. Foi mais tarde considerado o pai
da cromatografia moderna, através dos varios trabalhos experimentais que efetuou,
particularmente na separacdo de extratos de plantas por adsorcdo diferencial em colunas de
vidro (Figura 10), tendo verificado a nitida separacdo de diversos pigmentos corados. Desde
entdo, enormes avancos t€m sido concretizados com elevado mérito por diversos cientistas
pioneiros no desenvolvimento e aperfeicoamento desta importante técnica de separagdo
(ETTRE, 2000).

“chilorophylls

— crypioxantiin

Figura 10— Exemplo de separacdo cromatogréfica de carotendides em coluna de vidro feitas por Strain em 1938
( Fonte: PACHECO, 2009).
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Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 11) é composto por um
sistema de reservatdrio de solvente, uma bomba, um injetor de amostra, uma coluna, um
detector e um computador com software de aquisi¢do e processamento de dados (ROSA,
2005).

e I ) TTTE R |
Fase Mvel A 4
' Detector
Descarte de
Bomba Injetor u Sohrente

Injegio da Amestra PC

Cromatograma

Figurra 11: Sistema basico de um cromatégrafo liquido ( ROSA, 2005), cromatograma adaptado.

O perfil de antocianinas é distinto para diferentes frutos, podendo ainda variar de
acordo com o cultivar analisados. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) tem sido a ferramenta mais usada
ultimamente para a identificac@o e quantificacdo das antocianinas. As antocianinas podem ser
separadas por sua polaridade, o que as confere tempos de retencdo diferentes. A quantificacio
das antocianinas pode ser realizada pela comparacdo com um padrio externo. Contudo,
quando se usa somente um padrdo analitico para quantificar diferentes antocianinas presentes
na amostra, normalmente a cianidina-3-glicosideo, as concentracdes reportadas podem ser
inferiores as reais (HONG & WROLSTAD, 1990; FRANCIS, 1982).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, as colunas utilizadas sdo
aquelas que possuem grupos funcionais apolares (Cs, C;s e C;3p) quimicamente ligados ao
suporte de silica, como ilustrado na Figura 12 (ROSA, 2005).

I
>7Si—o—s|i—c|:—(|:—(|:—x

_(i:_

Grupo separador
ou ancora

Figura 12: Estrutura de uma fase ligada a silica. X = @, OH, CN, NH2, Cg, C;g ou C3y (ROSA, 2005).
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Os mais populares detectores em CLAE sdo os detectores de absorvancia de radiagdo
ultra-violeta. O principio de funcionamento dos mesmos € que a fase mével que emerge da
coluna passa através de uma pequena célula que ¢ mantida no caminho de um feixe de
radiacdo UV-Visivel, provinda de uma lampada de deutério (UV), ou tungsténio (Visivel). A
radiacdo ndo absorvida é medida em um dispositivo denominado fotodiodo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 1997).

Nos detectores de arranjo de fotodiodos a radiacdo policromadtica apds passar através
da amostra, € dispersa por uma grade fixa (monocromadores) atingindo o arranjo de
fotodiodos (de 512 a 1024 diodos). Cada diodo mede uma banda estreita de comprimento de
onda no espectro, dessa forma o PDA tem uma aquisi¢do de dados paralela, todos os pontos
do espectro sendo medidos simultaneamente. A habilidade de fazer medidas de multiplos
comprimentos de onda e a alta velocidade de aquisi¢do significa que vdrias técnicas de
amostragem de sinal podem ser usadas para reduzir o ruido e aumentar a sensibilidade
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 1997).

Outra metodologia que vem sendo utilizada recentemente para a andlise de
antocianinas é a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de
massa. A espectrometria de massas consiste na geragdo de fons pela fragmentagdo das
moléculas da amostra e a detec¢do dos fragmentos € realizada de acordo com a massa. Esta
combinagdo gera resultados excelentes para a determinacdo de estruturas de misturas de
antocianinas (HARBONE, 1986; RIJKE et al., 2006).

E comum quando se trabalha com misturas naturais complexas de antocianinas com
uma ampla faixa de polaridade haver a necessidade de se otimizar o método cromatogréfico,
realizando as devidas altera¢des nos solventes e perfil de gradientes usados (STRACK &
WRAY, 1989).

2.4.4.2 Métodos espectroscopicos

Os métodos espectroscopicos englobam a espectrofotometria de absor¢ao UV-Visivel,
espectrometria de massa (MS) e a espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)
(SKREDE & WROLSTAD, 2002).

O avanco rdpido e continuo nas técnicas instrumentais, em particular as que envolvem
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa (MS),
tem contribuido muito nos dltimos anos para a elucidac@o estrutural em todos os campos da
quimica de produtos naturais. Para as antocianinas isto significa que mesmo as maiores e mais
complexas estruturas podem ser determinadas com estas técnicas. Em geral, tais
determinagdes ndo requerem longas reacdes de derivatizacdo ou degradacio (HARBONE,
1994).

O método do pH diferencial para quantificacdo das antocianinas totais, o qual
contempla o uso da espectroscopia de absor¢do UV-Visivel, € validado e consiste em uma
metodologia simples, rdpida e confidvel. Esta metodologia tem sido muito utilizada pelas
comunidades cientifica e industrial para a quantificacdo das antocianinas.

O método do pH diferencial torna-se uma opg¢do vantajosa quando nos extratos ha a
presenga de produtos de degradagdo (agtcares e antocianidinas). Este método se baseia na
obtencdo de espectros das solu¢des em dois valores de pH, visto que com a alteragdo deste
parametro, sdo observadas transformacdes nas estruturas das antocianinas e
consequentemente na coloracdo das solucdes (JACKMAN et al.,, 1987). Sdo utilizadas
solugdes de pH 1,0 e 4,5 para diluicdo do extrato, sendo as leituras feitas em dois
comprimentos de onda (A médx-vis = absor¢do médxima; 700nm = auséncia de absorc¢do). A
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N

absorvancia das solugdes a Amax-vis em pH 1,0 € proporcional a concentragdo das
antocianinas presentes, enquanto a absorvancia das solucdes neste mesmo comprimento de
onda, porém em pH 4,5, equivale aos produtos de degradagcdo das antocianinas. O cation
flavilico, de coloracdo vermelha, € a forma predominante em pH 1,0 enquanto que o carbinol,
incolor, predomina em pH 4,5. As leituras a 700nm servem para corrigir eventuais
espalhamentos de luz causados por particulas em suspensdo (GIUSTI & WROSLTAD, 2001;
COHEN& ALVES, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-Prima

3.1.1Acai

Como matéria-prima foi utilizada polpa de agai pasteurizada proveniente de uma
industria processadora de agai, localizada em Tomé-Acu/ Pard. A polpa foi transportada
congelada e mantida a -18°C em cimara frigorifica até o momento de sua utilizag@o.

3.1.2 Material

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes vidrarias e reagentes:
¢ Ponteiras para pipetador automdtico com capacidade para 10 a 1000uL- Brand®
e Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 100 a 1000uL- Brand®
e Ponteiras para pipetador automdtico com capacidade para 0,5 a 5mL- Brand®
¢ Baldes volumétricos &mbar com capacidade para 5,10, 50 e 100mL
¢ Baldes volumétricos com capacidade para 200, 500 e 2000mL
® Pipetas pasteur
e Béqueres com capacidade para 50, 100, 250 e 500mL

e Dessecador de vidro com adaptador para vacuo

Vials ambar para injetor automatico com capacidade para 1,8mL - Waters®

Redutor de volume para vial com volume de 200 puL

Todos os reagentes utilizados nos experimentos possuiam grau HPLC, marca Tedia®.
A agua ultra-pura (18,2MQ) utilizada também em todas as etapas, foi obtida do sistema Milli-
Q® A 10 — Millipore.

3.2 Processo de Clarificacao da Polpa de Acai

Os experimentos de clarificagdo do suco de acai foram realizados na Planta Piloto e
nos laboratérios da Embrapa Agroinddstria de Alimentos, CTAA, Rio de Janeiro. As amostras
de todo o processo foram coletadas e guardadas em frascos devidamente identificados e
congelados até o dia das andlises.

A Figura 13 representa o diagrama de blocos do processo de clarificacdo da polpa de
acai, incluindo os pontos de coleta das aliquotas das amostras.
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Figura 13: Diagrama de blocos do processo de clarificagdo da polpa de agai com pontos de coleta da amostra.

3.2.1 Pré-tratamento

Os sacos, contendo 1kg de polpa de agai congelado, foram retirados da cimara
frigorifica e acondicionados em recipientes de inox com tampa até seu total descongelamento.
Para o processo foi descongelado aproximadamente 10 kg de polpa. O recipiente com a polpa
de acai foi pesado para célculos de rendimento. Uma vez descongelada, a polpa foi submetida
ao tratamento enzimaético e a centrifugacio.

Foi adicionada a polpa de agai a enzima Rapidase® TF da DSM Food Specialities na
concentracdo de 0,1g/Kg de polpa. A Rapidase TF € uma preparacdo enzimatica liquida
oriunda de Aspergillus niger e Trichoderma reseei, apresentando atividade de pectinase e
hemicelulase, com temperatura 6tima na faixa de 10 a 50°C e pH entre 3,0 e 5,5. Apds a
homogeneizacdo, a polpa de acgai ficou em repouso e o tratamento foi realizado a 35°C por 30
minutos.

Apés o tratamento enzimatico, a polpa de acai foi homogeneizada e centrifugada
utilizando uma centrifuga de cestos (Figura 14), marca Internacional Equipament Company,
modelo SIZE 2, a 406g, tendo como meio filtrante uma tela de nylon de 150um.
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Foto: Gouvéa, A.C.M.S.

Figura 14: Centrifuga de cestos.

O suco centrifugado foi acondicionado em recipientes plasticos de 4 L, previamente
sanitizados e pesados para determinacdo do rendimento dos mesmos (Equacao I).

Rendimento (%) = massa do produto centrifugado

x 100 Equacio I
massa da polpa de acai

3.2.2 Processo de microfiltracao

A microfiltracio do suco centrifugado foi realizada utilizando um sistema de
membranas cerdmicas a temperatura de 35°C, composto por trés membranas tubulares de d-
alumina com poros de 0,1yum de didmetro e area filtrante total de 0,0165m2. As membranas
estavam dispostas em série, sendo o permeado coletado de cada membrana por tubos flexiveis
independentes. O tanque de alimentacdo em ago inox tem a capacidade nominal de 4,51, é
fechado e encamisado, permitindo o controle da temperatura do processo através do
acoplamento com um sistema de refrigeracao (Figura 15).

Para cada processo foram utilizados 4L. do produto centrifugado com recirculacdao do
retido. A diferenga de pressdo aplicada 2 membrana foi de 2,0 bar e o fator de concentracio
volumétrica atingido foi de 3,5.

Durante o processo de microfiltracdo, o permeado era coletado continuamente e
pesado ao término do processo.
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Figura 15: Diagrama esquematico do sistema de microfiltracao.

3.2.3 Limpeza dos sistemas de membranas

Apbs o processo, o sistema de membranas era lavado, seguindo o procedimento a
seguir conforme recomendagdes do fabricante.

1. — Lavagem com 4gua a temperatura ambiente, com descarte das correntes de retido e
de permeado até a remocao dos residuos de suco (detectada por inspecdo visual).

2. — Lavagem com solucdo de hidréxido de sédio 1% a temperatura de 40°C por 20
minutos, com recirculacio das duas correntes.

3. — Adig¢do de 200 ppm de cloro, deixando recircular por 20 minutos.

4. — Adicdo de 1 mL de detergente comercial para limpeza de membranas, deixando
recircular por mais 20 minutos.

5. — Enxague com &gua filtrada até que o pH do permeado fosse neutro ou igual ao da

dgua, descartando-se as correntes de saida.

Apbs o procedimento de limpeza, a permeabilidade hidrdulica da membrana era
medida e comparada com o valor inicial. A membrana é considerada limpa quando a
permeabilidade é maior ou igual a 90 % do seu valor original. Caso contrério, era realizado
um novo procedimento de limpeza, sem adi¢do de detergente, e o fluxo do permeado era
novamente avaliado. O fluxo de permeado era calculado utilizando a equacgio II.
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J = Equacao II
Axt quas

Onde,
J = fluxo de permeado
Vp = volume de permeado obtido com intervalo de tempo t.

A = area filtrante da membrana

A permeabilidade hidraulica das membranas foi determinada a partir da medida do
fluxo permeado de dgua sob diferentes pressdes aplicadas a membrana, sendo seu valor
determinado a partir do coeficiente angular da reta resultante da relacdo fluxo e pressdo
aplicada a membrana.

3.3 Adaptacoes do Método Cromatografico para Amostras Liquidas

3.3.1 Analise cromatografica

A andlise cromatogréfica foi realizada em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo
2996, software Empower®, coluna C;g 3,5um (4,6 x 150mm), fluxo de 1,0mL/min e 50 pL de
injecao.

A etapa cromatogrifica foi adaptada da metodologia descrita para amostras
liofilizadas proposta por Brito et al. (2007). O gradiente utilizado foi alterado para adaptar-se
a mudanca do tempo de corrida de inje¢des, que foi otimizado para o tempo de 45 minutos
possibilitando a realiza¢do de um maior nimero de andlises por dia (Tabela 4).

Tabela 4— Primeira adaptacio do gradiente de concentragio da fase mével .

Solvente A Tempo de corrida
acido férmico/ 4gua Solvente B (metanol) (l:ninutos)
(10:90, v/v)
95-85% 5-15% 0-20
85-75% 15-25% 20-35
75-95% 25-5% 35-45

Ao longo dos testes, observou-se que os tempos de retengdo dos picos estavam
variando um pouco entre uma inje¢@o e outra, sendo uma das explicacdes encontradas para tal
fendmeno o fato de apenas 5 minutos néo terem sido suficientes para estabilizacido da coluna.
Com isto, fez-se uma nova adaptacdo do gradiente de concentragdo da fase mdvel, onde a
coluna continuou com o tempo de 5 minutos para retornar as condigcdes iniciais e
acrescentaram-se mais 5 minutos nas mesmas condi¢des de fase mdvel obtida ao final dos 40
minutos de corrida (Tabela 5).
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A temperatura da coluna também foi outro fator alterado em relacdo ao método usado
por Brito et al. (2007). A temperatura na qual a coluna é acondicionada passou de 20°C para
30°C, que é uma temperatura com margem de segurancga para evitar a degradacdo das
antocianinas, além de influenciar na reducdo do tempo de reten¢do dos picos por contribuir
como aumento da cinética de eluicdo. E vélido ressaltar que manter a coluna a uma
determinada temperatura fixa, isto €, sem oscilagdes, é extremamente importante para a
estabilizacdo da mesma.

Tabela 5 — Segunda adaptacdo do gradiente de concentracio da fase movel

Solvente A
Tempo de corrida
acido formico/ agua Solvente B (metanol)
(minutos)
(10:90, v/v)
95-85% 5-15% 0-20
85-75% 15-25% 20-35
75-95% 25-5% 35-40
95% 5% 40-45
3.3.2 Etapa de extracao

Aliquotas de variados volumes foram testadas na etapa de extragdo, onde por fim
passou-se a usar para amostras liquidas aliquotas de 1,0mL. Em seguida, 2,0mL de solucio
acido férmico/metanol (10:90, v/v) foram adicionados ao tubo, o qual passou por agitacio
durante 1 minuto em Vortex, ocorrendo apds este processo uma etapa de sonificacdo por 10
minutos no ultrasson Cleanears e posterior centrifugacdo a 3000g a 20°C em centrifuga
refrigerada THERMO® (Electron Corporation Sorvall Biofuge Stratos) por igual periodo de
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 10mL, repetiu-se o
processo de lavagem descrito acima com o precipitado obtido na centrifugacdo, até que o
sobrenadante obtido ndo apresentasse mais coloragdo. Apds as sucessivas extragdes,
completou-se para 10mL o volume do baldo volumétrico com a mesma solugdo de extracao.

Na metodologia original, filtrava-se o extrato em membrana hidrofilica do tipo Millex®
(0,45um). Essa etapa foi substituida por centrifugacdo em microcentrifuga modelo
Bransonic® na velocidade de 14.000rpm por 5 minutos para evitar possiveis particulas em
suspensdo que pudessem danificar a coluna cromatogréfica.

3.4 Isolamento das Antocianinas Monoméricas para Obtencao dos Padroes

Para obtenc¢d@o dos padrdes foi utilizado como matéria-prima agaf liofilizado.

3.4.1 Liofilizacao da polpa de acai.
Na etapa de liofilizacdo foi utilizado 0,5 Kg do suco de agai congelado. O processo foi

realizado em liofilizador Liotop modelo L101 (Figura 16) a temperatura de -40°C durante 24
horas, até obtencdo de umidade de 4%.
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Figura 16: Liofilizador modelo L101 (marca - Liotop).

3.4.2 Extracao das antocianinas majoritarias

O suco de acaf liofilizado (2g) foi colocado em quatro tubos marca Sorvall com tampa,
especificos para a centrifuga THERMO®( Electron Corporation Sorvall Biofuge Stratos). As
antocianinas foram extraidas utilizando-se 4mL do solvente extrator dcido férmico em
metanol (10:90, v/v). As outras etapas da extragcdo seguiram conforme descrito no item 3.3.2.
As aliquotas do extrato metandlico foram coletadas em um baldo de 100mL.

3.4.3 Concentracao do extrato antocianico

Todo o material obtido com a extracdo foi concentrado utilizando rotavapor Biichi a
temperatura de + 38°C durante 4 horas. Em seguida foi submetido a secagem sob fluxo de
nitrogénio.

3.4.4 Coleta dos pigmentos antocianicos isolados

O extrato seco foi ressuspenso em 4 mL da solucdo utilizada para injecdo no
cromatografo composta por dcido féormico/metanol/ agua (10:10:80, v/v/v). Foi filtrado em
filtros de membrana hidrofilica tipo Millex (0,45um) e acondicionado em vials e levado ao
injetor do cromatdgrafo. A coleta foi realizada utilizando uma valvula seletora de colunas
com seis canais (Figura 17), vélvula Rheodyne® conectada a saida do detector. Somente as
duas antocianinas majoritarias de interesse foram coletadas (Figura 18).

A vélvula seletora foi programada para direcionar a saida do detector para o canal 1
logo ap6s o inicio da elui¢do da cianidina-3-O-glicosideo no tempo de retencdo (tg) de 16,4
minutos, voltando a programacéo para o canal de descarte para o lixo apds a eluigcdo parcial
desta antocianina no tempo de reten¢do (tg) de 18,4 minutos. Repetiu-se o mesmo
procedimento para a cianidina-3-O-rutenosideo utilizando-se outro canal e programacgido de
acordo com o seu tempo de retengdo (tg) 21,0 e 22,4, respectivamente, para o inicio e o fim de
sua eluigdo.
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Figura 17: Esquema de funcionamento da valvula seletora de colunas com seis canais.
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Figura 18: Diagrama esquematico de obtencdo das aliquotas dos padrdes.

3.4.5 Purificacdo e concentracao dos extratos aquosos das antocianinas majoritarias
isoladas

Para esta etapa foi utilizado cartucho Sep-Pak Cis Waters® (Figura 19) previamente
acondicionado com metanol. Apds saturacdo do cartucho com o extrato aquoso antocianico, o
mesmo foi lavado com 10 mL da solug@o aquosa de HCI 0,01%. Os pigmentos antocidnicos
isolados foram extraidos com solu¢do de metanol, foram secos sob fluxo de nitrogénio e
ressuspensos em baldo volumétrico dmbar de SmL com solugdo de dcido férmico/ metanol/
agua (10:10:80,v/v/v).
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Figura 19: Cartuchos Sep-Pak C;3 com antocianinas adsorvidas e concentrado obtido apds a eluicao.
3.4.6 Obtencao das concentracoes dos padroes das antocianinas majoritarias isoladas

A concentragdo dos extratos das antocianinas monoméricas isoladas foi calculada
através dos respectivos valores das concentracdes obtidas por leitura em espectrofotdmetro
Shimadzu® UV 1800. Para cada antocianina, foi utilizada uma determinada absortividade
molar conhecida e especifica de cada solvente de leitura. Duas aliquotas de 100uL de cada
concentrado foram secas sob fluxo de nitrogénio gasoso e ressuspensas em 2ml nos seus
respectivos solventes de leitura descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Solventes utilizados na determinacio da concentragdo das antocianinas isoladas.

Antocianina Cianidina- 3-O-glicosidica Cianidina- 3-O-rutenosidica
Solvente de leitura HCl/metanol, v/v (1:99)* HCl/agua, v/v (1:99)**
Comprimento de onda 520nm* 523nm**
Absortividade molar- ¢ 34300 L/mol.cm* 28840 L/mol.cm**
Massa Molar 449,2g/mol 595g/mol

Fonte:* (BRITO et al., 2007); **(GUISTI; SAONA;WROSLTAD,1999).

Para a obtencdo da pureza, uma aliquota de 100uL foi retirada de cada concentrado e
injetada no cromatégrafo sob as condi¢des descritas no item 3.3.1, com o gradiente da fase
moével descrito na Tabela 5. A pureza obtida foi calculada segundo a equacgdo III. Em
seguida, foi calculada a concentracdo das antocianinas monoméricas isoladas utilizando a
equacdo IV.

Areado picodeinteresse

Pureza% (P) =— %100 Equacao III
Areadetodos os picos
PxAX10° x MM X FD
C= 0 P Equacio IV
£ X

Onde:
C= concentragdo da antocianina em mg/5mL
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P= percentual de pureza equivalente ao percentual de area da antocianina

A= a absorvéancia obtida no comprimento de onda especifico do solvente utilizado
10°= fator para passar a concentragdo de grama para miligrama.

MM= massa molar da antocianina — g/mol

FD= fator de diluicao
€ =coeficiente de absortividade molar da antocianina no solvente usado - L/mol.cm.

b = caminho 6ptico da cubeta usada no espectrofotdometro.

Com o valor da concentracdo obtido, foi possivel preparar por dilui¢do outros pontos
para a curva de calibragdo, cada um com volume final de 200uL. Os pontos foram injetados
no cromatégrafo sob as mesmas condi¢des descritas no item 3.3.6, sendo a curva de
calibragdo feita a partir dos valores de concentragdo X valores de area, Tabela 7.

Tabela 7: Concentragdes utilizadas para construgdo da curva de calibragdo do padrio

Ponto da curva Solucao padrio Solvente de injecao* Volume final de injecao

pL pL pL
1 5 195 200
2 10 190 200
3 20 180 200
4 30 170 200
5 50 150 200
6 100 100 200
7 150 50 200
8 200 0 200

*acido férmico/metanol/dgua (10:10:80, v/v/v)

3.4.7 Identificacio dos padrées por espectrometria de massas

Para identificagdo dos padrdes isolados, utilizou-se o sistema de espectrometria de
massas Synapt da Waters®, com insercdo direta dos mesmos. Este sistema é composto pelos
analisadores quadrupolo ortogonal (t-wave®) e W TOF de alta resolucdo. A fonte de ionizacdo
utilizada foi electrospray (ESI) positiva com as seguintes condi¢des: temperatura da fonte de
80°C, fluxo do gas de arraste (N») de SL/min com temperatura de 150°C, energia de capilar de
2,5 KV, energia do cone de amostragem de 35 V e energia do cone de extragdo de 4,0 V.
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3.5 Metodologia Analitica

3.5.1 pH

As determinagdes de pH foram realizadas em titulador automatico Metrohm®, modelo
785 DMP - Titrino, apds calibracido do aparelho com tampdes de pH 4 e 7.

3.5.2 Solidos solaveis em °Brix

Para a amostra de suco de acai (agai grosso), que possui fragdo insoldvel, foi
necessdria uma filtracdo em papel de filtro (filtracdo rapida) para posterior leitura em
refratobmetro Bellingham+ Stanley Limited, com escala em grau Brix, a leitura na amostra de
suco clarificado foi realizada de forma direta, todas as medi¢cdes foram realizadas a
temperatura de 25°C com corre¢do do valor obtido referente ao valor da temperatura.

3.5.3 Acidez total titulavel

A acidez total foi determinada em titulador automatico Metrohm®, modelo 785 DMP
— Titrino, com reagente hidréxido de sédio fatorado com biftalato de sddio. Os valores foram
expressos em g de dcido mélico por 100g de amostra.

3.5.4 Fenolicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada seguindo a metodologia
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau (SINGLENTON & ROSSI, 1965) com leitura de
absorvancia a 760nm. O resultado obtido foi expresso em equivalente de dcido gélico (EAG,
mg/100g), de acordo com a curva padrao.

3.5.5 Solidos totais

Foi realizada a secagem da amostra em estufa a vacuo a 60°C, com pesagem até peso
constante na terceira casa decimal (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

3.5.6 Avaliacao da técnica de quantificacdo de antocianinas por CLAE no processo de
microfiltracao

As aliquotas coletadas para andlises das etapas do processo de clarificagdo do suco de
acai foram procedentes do acai grosso, polpa de acai ap6s o tratamento enzimadtico, polpa de
acai centrifugada, torta, alimentagdo, permeado e retido.

Todas as amostras foram pesadas em balanca analitica, BEL-Engineering®, de quatro
casas decimais.

3.5.6.1 Extracao das antocianinas monoméricas
Todas as amostras foram pesadas em triplicatas conforme descrito na Tabela 8, em um

tubo com tampa de rosca apropriado para utilizacdo em centrifuga. Em seguida 2mL de
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solug@o é4cido férmico/metanol (10:90, v/v), foram adicionados ao tubo, o qual passou por
agitacdo durante 1 minuto em Vortex, ocorrendo apds este processo uma etapa de sonificacio
por 10 minutos no ultrasson Cleanears e posterior centrifugacdo a 3000g a 20°C na centrifuga
refrigerada THERMO® ( Electron Corporation Sorvall Biofuge Stratos) por igual periodo de
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 10mL, repetiu-se o
processo de lavagem descrito acima com o precipitado obtido na centrifugacdo, até que o
sobrenadante obtido nio apresentasse mais coloragdo. Apds as sucessivas extragdes,
completou-se para 10mL o volume do baldo volumétrico com a mesma solugdo de extracao.

Aliquotas de 2mL foram transferidas utilizando pipetador automdtico para ependorfes
e levados para centrifugacdo em microcentrifuga modelo Bransonic® na velocidade de
14.000rpm por 5 minutos. Em seguida, uma aliquota de 1mL do extrato centrifugado foi
evaporada sob fluxo de ar comprimido filtrado e ressuspensa em 200Ul de solucdo metanol
/acido férmico /dgua (10:10:80, v/v/v). O extrato foi transferido para um vial com redutor de
volume e levado ao injetor do cromatdgrafo para andlise cromatografica.

Tabela 8: Aliquotas pesadas de acordo com a etapa do processo

Aliquota pesada Amostras procedentes do
(2 processo de clarificacao
0,1-0,2 Torta, Retido
0,4-0,5 Acai polpa; Acgai tratamento
enzimatico
1,0-1,5 Centrifugado, Permeado

3.5.6.2 Analise cromatografica
As andlises cromatograficas foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia com equipamentos ja descritos (item 3.3.1). As condi¢des cromatograficas foram:
e (Coluna Cs, temperatura do forno da coluna cromatografica em 30°C
¢ Fluxo fase mével ImL/ minuto
e Volume de inje¢do de S0uL
e Tempo de andlise 45 minutos

e Detector de arranjo de fotodiodos e deteccio a 520nm

e Gradiente de eluicio de forma linear com as fases modveis A- Acido

Férmico/ Agua (10:90, v/v) e B- Metanol (Tabela 5)
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3.5.7 Determinacio do coeficiente de rendimento para cada antocianina majoritaria em
cada etapa do processo

Como o suco sofreu tratamento enzimatico foram também realizadas andlises na polpa
de agaf sem tratamento e na polpa de acai com tratamento enzimético.

Para cada etapa do processo foi calculado o percentual de rendimento de cada
antocianina majoritdria (cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O- rutenosideo) através do
balango de massas, o cilculo utilizado esta representado nas equacdes V e VL.

Etapa de Centrifugacao

Equacio para balanco de massas: Mix Cj=Mcx Cc+M7x C Equagao V

Onde:

M= massa em kg da polpa de acaf (inicial)

C; = concentracio inicial obtida da antocianina em mg /100g, na polpa de acai com
tratamento enzimatico.

Mc =massa do agai centrifugado em kg

C ¢ = concentragdo da antocianina obtida no agai centrifugado em mg/100g

Mt =massa da torta do acai em kg

C 1 = concentracdo da antocianina obtida na torta do acai em mg/100g

Etapa da Microfiltracao

Equacdo para balango de massas: Max Ca= Mpx Cp+Mgr x Cr EquagaoVI

Onde:

M= massa em kg da alimentagdo (agai centrifugado)

Ca = concentragdo inicial obtida da antocianina em mg /100g, na alimentacdo
Mp =massa do suco permeado em kg

C p = concentragdo da antocianina obtida no permeado em mg/100g

Mg =massa do retido em kg

C r = concentragio da antocianina obtida no retido em mg/100g
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3.5.8 Determinacio do indice de retencdo da membrana de microfiltraciao

Com os valores obtidos por CLAE das concentragdes das antocianinas foi calculado o
indice de retengdo da membrana para cada antocianina majoritiria. Os célculos foram
realizados segundo a equagdo IX.

IR=1 - _Concentracdo Permeado x 100 Equagdo VII
Concentracdo alimentacio

3.5.9 Quantificacdo por pH-diferencial e por CLAE da Antocianinas Monomérica

Foi feito um teste utilizando a matéria-prima, polpa de acai, e outra polpa de fruta
como matriz para efeito de comparacdo da metodologia de pH diferencial e a metodologia de
quantificagdo por CLAE descrita anteriormente. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

As antocianinas totais e monoméricas das amostras de polpa de acai e de amora
(Rubbus spp.), foram analisadas pelo método do pH diferencial (GIUSTI & WROSLTAD,
2001). Todas as amostras foram obtidas dos extratos antocidnicos resultantes da extracdo
realizada conforme o item 3.5.6.1. Para as amostras de agai, duas aliquotas de 0,5mL de cada
extrato foram retiradas e cada qual foi acondicionada em dois baldes volumétricos (10mL),
para a amora as aliquotas foram de 1mL cada, seguindo o mesmo procedimento. Em seguida
foram dissolvidas nos dois sistemas tampao: cloreto de potdssio/ dcido cloridrico para o pH
1,0 (0,025M ) e cloreto de potéssio/acetato de sédio para o pH4,5 (0,4M) até completar o
volume 10 mL. Apds 30 minutos em repouso ao abrigo da luz, foram filtradas em papel de
filtro (faixa preta) e logo em seguida foram efetivadas as medidas em méximos de absorcdo
na regido visivel e a 700nm utilizando o espectrofotometro Shimadzu® UV 1800. A
absorvancia foi calculada a partir da equacdo VIII.

(A/lmax - A700nm )pH4,5 Equagﬁo VIII

Amax A700nm )le,O

A concentrag@o dos pigmentos antocidnicos monoméricos foi calculada e representada
em cianidina-3-glicosideo através da utilizacdo da equacgdo IX

_ AXMM X FD
£ Xb

AM Equagdo IX

Onde: AM ¢ a concentracdo de antocianinas monoméricas em g/L
A € a absorvancia calculada pela equacdo 11
MM é a massa molar da cianidina-3-glicosidica (449,2 g.mol™)
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€ € o coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-glicosideo
FD ¢ o fator de diluicdo

b é o caminho 6ptico da cubeta usada no espectrofotdmetro

Para quantificagdo por CLAE foram retiradas trés aliquotas de 1 mL, tanto do acaf
quanto da amora, de cada extrato antocidnico, o0 mesmo utilizado para o método do pH
diferencial. Apds a secagem por fluxo de ar comprimido filtrado foram ressuspensas na
solucdo de injecdo e, injetadas sob as mesmas condi¢des cromatograficas descritas no item
3.5.6.2. Os resultados foram calculados através do software Empower®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Adaptacoes do Método Analitico para Extracio e Identificacao das Antocianinas nos
Extratos Antocianicos

4.1.1 Extracao

As alteragdes e adaptacOes tanto na etapa de extragdo quanto na andlise
cromatografica do método original descrito por Brito et al. (2007) para amostras liofilizadas,
foram realizadas a fim de adaptar o mesmo para a matriz de interesse, no caso polpa e sucos
de frutas, além de possibilitar a quantificacdo por meio de CLAE dos analitos em questdo,
visto que a metodologia original visava apenas a sua identificacao.

Os resultados obtidos apds alguns testes de extracdo e andlise cromatogréfica
proporcionaram uma Otima separacdo das antocianinas com picos de magnitude que
viabilizaram seu isolamento para separagdes preparativas e futura quantificacdo do analito
(Figura 20).

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45100

Minutes

Figura 20: Perfil cromatografico obtido do extrato antocidnico do agaf grosso, pico 1 (tg 17,87) 35,14%, pico 2
(tr 22,0) 58,74%, pico 3 (tg24,8) 1,14% , pico4 (tr26,31) 2,48 % e pico 5 (tr29,9) 2,48%.

Os testes realizados visaram ainda adequar aliquotas retiradas das amostras para a
etapa de extragc@o, de modo que ndo dificultassem a etapa de lavagem da amostra para obter o
extrato antocidnico. Foram satisfatérias apenas trés ou quatro lavagens da amostra sendo,
portanto, ndo observada mais alteracdo na cor do udltimo extrato obtido (Figura 21). Para
confirmac¢do de que ja ndo havia mais antocianinas para serem extraidas, foi realizada uma
andlise cromatogréfica sob as condi¢gdes ja descritas, do sobrenadante da quarta lavagem da
amostra, o qual ja se apresentava descorado e ndo foi observada a presenca de nenhum sinal
no cromatograma obtido no comprimento de onda de andlise especifico para antocianinas
(520nm). Foi possivel ainda, observar que havendo a necessidade de trabalhar com outros
sucos de frutas, esta aliquota variard de acordo com a concentragio ou diluicdo da amostra.
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Figura 21: Resultado das sucessivas lavagens da amostra ocorrida na etapa de extragdo. (A) extrato obtido da
primeira lavagem (B) extrato obtido da segunda lavagem (C) extrato obtido da terceira lavagem e (D) extrato
obtido da quarta lavagem.

4.1.2 Analises cromatograficas da polpa de acai

Depois de alguns experimentos, o melhor resultado foi obtido mantendo o perfil
cromatografico, com o ajuste no gradiente de eluicdo e a fixacdo da temperatura da coluna
cromatografica C;g fase reversa a 30°C (Tabela 5). Com essas mudangas, foi possivel otimizar
o tempo da corrida cromatografica de cada andlise com a reducdo de 10 minutos (Figura 22)
em relacdo a corrida cromatogréfica seguindo o método Brito et al. (2007).

Concentracao da FM X Tempo

=
@
£
=
o
>

60 T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 &0
=®= | Gradiente linear da FM minutos

Figura 22: Grifico do gradiente da fase mével - (1) primeira adaptacdo do gradiente da fase mdvel e (2) segunda
adaptacdo do gradiente da fase mével.

Houve também a necessidade de aumentar o tempo de lavagem do sistema
cromatografico com dgua ultra purificada (no minimo por 3 horas) e por fim metanol (10
minutos) apds sua utilizacdo, a fim de evitar o processo de corrosdo pelo 4cido férmico
presente na fase mével proporcionando assim a preservacdo do mesmo.
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4.1.3 Identificacao das antocianinas na polpa de acai por comparaciao com a literatura

As antocianinas majoritdrias observadas na andlise cromatografica da polpa de acai
sugeriram em primeira ordem tratar-se de cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo (Figura 23). Esta observacdo foi fundamentada apds comparagdo com resultados
ja observados na literatura (HARBONE, SAITO, DETONI, 1994; GALLORI et al., 2004;
BRITTO et al., 2007).

ﬂllﬂ' T T T 5| T T T I.Flﬂ T T T T f|5 T T T I2|ﬂ T T T 'EI5 T T 3'0 T 3'5 T 4ﬂl T ‘;5
Minutos

Figura 23: Cromatograma adquirido a 520 nm reproduz o perfil das antocianinas do extrato antocidnico do agai,
pico (1) cianidina-3-O-glicosideo e pico (2) cianidina-3-O-rutenosideo.

Das antocianinas presentes no perfil cromatogréfico do agai, somente a cianidina-3-O-
glicosideo é comumente relatada pelos pesquisadores em seus trabalhos, independente do
fruto. Para a antocianina cianidina-3-O-rutenosideo como ndo existia um consenso da sua
presenga na matriz de agai, necessitou de um método mais eficiente para sua identificagao,
CLAE acoplado a espectrometria de massas.

A andlise do extrato antocidnico por CLAE também possibilitou observar que em
todas as amostras analisadas provenientes da matéria-prima adquirida (polpa de acai grosso),
a antocianina-3-O-rutenosidea (59 %) € a que possui maior concentracdo em relagdo as outras

antocianinas presentes, inclusive a outra majoritdria, cianidina-3-O-glicosidea (35%).
4.2 Obtencao dos Padroes das Antocianinas Majoritarias

A cianidina-3-O-glucosideo € a mais comum das antocianinas encontrada nas frutas e
seu padrdo pode ser adquirido comercialmente a precos elevados e baixa concentragdo. A
etapa mais critica na obtencdo desses padrdes no Brasil envolve, principalmente, tempo de
aquisi¢do, transporte e armazenamento, visto que, em geral, sdo adquiridos por importa¢ao, o
que pode comprometer seu grau de pureza.
O isolamento das antocianinas envolveu etapas que demandam tempo, mas, no
entanto, a metodologia ndo € dificil apesar da necessidade de equipamentos sofisticados.
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4.2.1 Concentracio da amostra

Para obtencdo dos padrdes de antocianinas, cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo foi utilizada a mesma matéria-prima de trabalho. Foi necessdrio partir de um
extrato com alta concentragdo destas substancias para que fosse possivel diminuir o tempo de
coleta e minimizar gastos com os solventes constituintes da fase movel. Para tal optou-se pela
liofilizacdo da amostra e concentragdo do extrato por rotavapor seguido do processo de
secagem com fluxo de nitrogénio. A concentracio do extrato do liofilizado obtida foi
satisfatoria para realizar as coletas das antocianinas. Houve necessidade de 30 corridas,
portanto, 30 coletas para obtencdo dos dois extratos aquosos antocidnicos referente as duas
antocianinas isoladas com concentragio que permitisse a confec¢do de uma curva de
calibrag@o com oito pontos.

A estabilidade adquirida no tempo de retengdo da corrida cromatografica devido as
condicdes adotadas, citadas no item 4.1.2, possibilitou a utilizacdo de uma vélvula seletora
Rheodyne® automatizando e otimizando o tempo de coleta dos padrdes. Vale ressaltar que
este tipo de procedimento foi uma adaptacdo realizada para que a mesma exercesse a fungio
de coletor de amostras. Este procedimento viabilizou, portanto, a coleta de padrdes
isoladamente e sem a necessidade da presenca constante de um operador para realizacdo da
operacdo de coleta manual. Somente o extrato aquoso correspondente ao pico da antocianina
de interesse foi coletado, mas pode-se observar que também é vidvel a coleta das outras
antocianinas pertencentes a amostra de acai seguindo o mesmo procedimento.

Como a coleta foi realizada com a elui¢do dos analitos de interesse, estes se
encontravam muito diluidos na fase moével. Para concentrd-los optou-se por capturar as
antocianinas em cartucho Sep Pack C;s, previamente condicionado com metanol. A lavagem
do cartucho com 10 mL da solucdo aquosa de HCl 0,01% teve como objetivo retirada de
substancias mais polares, acticares e 4dcidos organicos livres na solucdo, que sdo eluidas
primeiro (CAMPOS, 2006). Em seguida, o pigmento antocidnico adsorvido no cartucho foi
extraido com metanol, solvente mais volétil. Este procedimento além de purificar o extrato,
possibilitou a secagem utilizando fluxo de nitrogénio. Sem a troca de solventes ficaria
invidvel a evaporagdo da fase movel utilizando fluxo de nitrogénio (Figura 24).

Extrato aquoso

Antocianico

|

Lavagem-cartucho
{Sep-Pack C;g)
HCl.. 0.01%

|

Extracio - metanol

’”

secagem- Fluxo N,
e »

Figura 24: Diagrama esquemitico da purifica¢do e concentra¢do das antocianinas isoladas.
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O célculo da pureza foi obtido utilizando a relagdo entre a drea do pico do padrdao
isolado e as dreas de outros picos presentes no cromatograma a 520nm. A pureza da
antocianina cianidina-3-O-glicosideo foi de 98,9% (Figura 25) e da cianidina-3-O-
rutenosideo foi de 97,2% (Figura 26). Como foi descrito por Guisti, Saona e Wrosltad (1999)
o percentual de drea do pigmento antocidnico isolado a 280nm foi também utilizado como
indicador de pureza, pois neste comprimento também ocorre a absor¢do de outros compostos

fendlicos.

A 520nm
3 35 4 ";:'} 48,00 il BE000
1 1 I 1 | 1 I 1 1 | 1 1 1 1 | I 1 1 1 | 1
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Minutes

Figura 25(A): Apresenta um cromatograma a 520nm, com um sinal significativo que corresponde a antocianina
cianidina-3-O-glicosideo. Figura 25 (B): Apresenta um cromatograma com apenas um sinal a 280nm, que

corresponde a antocianina cianidina-3-O-glicosideo.
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Figura 26(A): Apresenta um cromatograma a 520nm, com um sinal significativo que corresponde a antocianina
cianidina-3-O-rutenosideo Figura 26 (B): Apresenta um cromatograma com apenas um sinal a 280nm, que
corresponde a antocianina cianidina-3-O-rutenosideo.

4.2.2 Identificacio dos padrées por espectrometria de massas

A andlise por espectrometria de massas selecionou o fon pai a m/z 449 correspondente
a massa molar da antocianina cianidina-3-O-glicosideo (tg 17,80) . A fragmentacdo do fon pai,
449, gerou um fon a m/z de 287 que corresponde a massa molar da aglicona cianidina. Esses
dados comprovam que o padrdo isolado € a cianidina-3-O-glicosidica (Figura 27).

Em relagdo ao segundo padrdo (tr 21,00) foi selecionado o fon pai a m/z 595, que
corresponde a massa molar da antocianina cianidina-3-O-rutenosideo.

A fragmentacdo do fon pai gerou dois fragmentos a m/z de 449 e 287, o fragmento a
m/z de 449, corresponde a perda de um fragmento de agicar de 146uma, sugere ser ramnose,
e o fragmento a m/z de 287 corresponde a massa molar da estrutura da aglicona cianidina
(Figura 28). Esses dados confirmam que o padrdo isolado € a cianidina-3-O-rutenosideo.

Os dados encontram-se na Tabela 9. Todos os valores foram confrontados com dados
existentes na literatura (WU & PRIOR, 2005; BRITO et al., 2007; KIM et al., 2007).
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Figura 27: Espectro de massa do pigmento antocianina isolado, pico 1 cianidina-3-O-glicosideo.
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Figura 28: Espectro de massa do pigmento antocianina isolado, pico 2 cianidina-3-O-rutenosideo.




Tabela 9. Identificacdo dos padrdes das antocianinas majoritdrias isoladas do acaf
CLAE-MS/MS

i tr. M]* MS/MS s
Pico R-CLAE [(m/z]) S Antocianina
(minutos)

Cianidina-3-
1 17,80 449 287

glucosideo

Cianidina-3-
2 21,00 595 449/287

rutenosideo

Durante os experimentos foi observado que os padrdes, que ficaram acondicionados
durante 90 dias dentro do injetor do cromatdgrafo em solugdo de injecdo (Figura 29-A e
Figura 30-D), mantiveram o mesmo perfil cromatografico ao serem novamente analisados.
Foram realizadas avaliagdes comparando os valores das areas obtidas para o pico do padrio
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo do primeiro dia de andlise e 90 dias
ap6s (Tabela 10). Na andlise ap6s 90 dias foi observado um pequeno aumento na irea e
consequentemente na concentracio dos padrdes (Figura 29-B e Figura 30-E), fato que podera
ser explicado pelo efeito de evaporacdo do solvente, uma vez que os frascos ndo estavam
hermeticamente fechados.
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Figura 28: Cromatogramas, obtidos por CLAE, do extrato metandlico do padrdo cianidina-3-O-glucosideo, (A)
cromatograma obtido em 18/02/2009 e (B) cromatograma obtido em 06/05/2009.
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Figura 30: Cromatogramas, obtidos por CLAE, do extrato metandlico do padrio cianidina-3-O-rutenosideo, (D)
cromatograma obtido em 11/02/2009 e (E) cromatograma obtido em 14/05/2009
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Tabela 10: Apresenta os resultados referentes aos padrdes das antocianinas isolados do agai
liofilizado.

Antocianinas (padrao) Dia da analise Area
Cianidina-3-O-glicosideo 18/02/2009 (inicio) 1738285
Cianidina-3-O-glicosideo 06/05/2009 (fim) 1789809

Cianidina-3-O- rutenosideo 11/02/2009 (inicio) 4886836
Cianidina-3-O- rutenosideo 14/05/2009 (fim) 5398895

O fato da concentracdo dos padrdes ndo ter sofrido redugdo e o perfil cromatografico
ter sido mantido, indica que os padrdes apresentam-se estdveis quando conservados em
solugdo de injecdo , dcido férmico/metanol/ dgua (10:10:80, v/v/v), a qual possui pH menor
que 2,0.

4.3.3 Construcao da curva de calibracao

ApOs obtengdo da pureza de cada pigmento antocidnico isolado e através dos célculos
realizados a partir da leitura da absorvancia de cada um, obteve-se a concentracdo em
mg/5SmL seguindo a Lei de Lambeert-Beer (Tabela 11 e 12). Com a concentracio calculada
foram realizadas as dilui¢des para a confeccdo dos pontos da curva de calibragdo, cada ponto
com volume final de 200uL (Figura 31), sendo o ponto oito da curva referente a concentragéo
do padrio em 5mL. A injecdo dos pontos foi realizada em triplicata e as condig¢des
cromatograficas foram as mesmas do item 3.5.6.2.

Tabela 11- Concentragdo dos pontos da curva de calibrag@o da cianidina-3-O-glicosideo

Pontos Solugdo padrio (uL) SOlvente(:E)inj“;ﬁO* (;:)):lltcsl(lltlll‘;gs‘fl::l g;)
Ponto 1 5 195 0,015
Ponto 2 10 190 0,031
Ponto 3 20 180 0,062
Ponto 4 30 170 0,093
Ponto 5 50 150 0,155
Ponto 6 100 100 0,309
Ponto 7 150 50 0,464
Ponto 8 200 0 0,618

*4cido férmico/metanol/dgua (10:10:80, v/v/v)
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Tabela 12— Concentrag@o dos pontos da curva de calibra¢io da cianidina-3-O-rutenosideo

Pontos Soluciio padrio (uL) S"lve“te( :Ie; )injeQﬁO* gg:lltcsl(lltlrlz;;j; I(i())
Ponto 1 5 195 0,004
Ponto 2 10 190 0,007
Ponto 3 20 180 0,015
Ponto 4 30 170 0,022
Ponto 5 50 150 0,036
Ponto 6 100 100 0,073
Ponto 7 150 50 0,109
Ponto 8 200 0 0,145
*acido férmico/metanol/agua (10:10:80, v/v/v)
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Figura 31 (A): Curva de calibragio obtida para cianidina-3-O-glicosideo (Equacio da reta: Y=4,03 . 10'X +
281 . 10*; R2=0,999658), (B)curva de calibracdo obtida para cianidina-3-O-rutenosideo (Equacdo da reta:
Y=3,76. 10'X + 1,75 . 10*; R’=0,999687).
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4.4 Aplicacao dos Padroes para Quantificacao, por CLAE, das Antocianinas
Majoritarias no Suco de Acai Clarificado por Microfiltracao

A metodologia desenvolvida foi utilizada para quantificacdo das antocianinas
majoritarias durante todo o processo de obtencdo do suco de acai clarificado, incluindo o
tratamento enzimatico até a microfiltragéo.

4.4.1 Tratamento enzimatico

O tratamento enzimatico foi realizado com inteng@o de reducdo dos sélidos totais a
fim de ocasionar melhoria no fluxo do permeado durante a microfiltracio (CRUZ, 2008).
Porém foi observado apds avaliacdo por CLAE, que a concentracdo das antocianinas
majoritdrias do agaf tratado enzimaticamente apresentou um aumento em relagcdo ao agai sem
tratamento. Esse comportamento também foi observado por Cruz (2008) e, provavelmente
pode ser consequéncia do tratamento enziméatico favorecer o aumento da disponibilidade das
antocianinas monoméricas no meio. Foi detectado um aumento de 37,5% da concentracdo da
cianidina-3-O-glicosideo e 37,9% da cianidina-3-O-rutenosideo. O perfil cromatogréfico das
antocianinas permaneceu inalterado, demonstrando que a enzima utilizada n@o indicou ter
afinidade distinta entre as antocianinas majoritdrias, mantendo, portanto, a cianidina-3-
rutenosideo a maior drea cromatografica (Figura 32).
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Figura 32: Cromatogramas das antocianinas majoritdrias: (A) antes do tratamento enzimdtico e (B) apds o
tratamento enzimatico.
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4.4.2 Centrifugacao

Apds a centrifugacdo, o rendimento em suco foi de 64,20%. Os efeitos da
centrifugacdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas estio apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Pardmetros fisico-quimicos do acai grosso e do suco centrifugado’

Acai grosso

Parametros sem tratamento Acai centrifugado
Sélidos soldveis” 33+0,1 -

pH 4,94+ 0,0 49+0,0

Acidez total® 0,2+0,0 0,2+0,0
Fenélicos Totais* 462,1+ 25,6 349,9 + 16,5

o s 168 +2,0* 37 + 1,0%

Antocianinas majoritarias

316+ 2,0 ** 965 + 2,0%*

! Valores médios de 3 determinacdes com seus respectivos desvios padriio; 2expresso em °Brix (g/100g); em g
de 4cido mélico/100g ; 4 expresso em EAG (mg/lOOg);5 expresso em pg/100g , * = cianidina-3-O-glicosideo,
**= cianidina-3-O-rutenosideo.

Nao houve acréscimo nos valores médios de pH e acidez total do acai grosso e do suco
centrifugado mas, em relacdo aos compostos bioativos houve grande influéncia da etapa de
centrifugacdo. Pode-se observar reducdo significativa para os compostos fendlicos totais,
24,3%. A etapa de centrifugacdo mostrou ser uma etapa critica para o teor de antocianinas no
produto, pois ocasionou a redugdo de 72,8% e 75,8% de teor das antocianinas majoritarias
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo, respectivamente. A centrifugacdo do
suco resultou em duas correntes, centrifugado e torta. Dos 27,2% de cianidina-3-0O-glicosideo
que seguiram para estas correntes, apenas 10,1% ficaram no centrifugado e, portanto, 17,6%
ficaram retidos na torta.

O mesmo comportamento foi observado para a cianidina-3-O-rutenosideo. Dos 24,2%
que seguiram para as correntes de alimentagdo e torta, apenas 14,2% ficaram na alimentagéo e
10% ficaram retidos na torta.

4.4.3 Processo de microfiltracao

Além da possibilidade de quantificacdo individual das antocianinas monoméricas do
acai, foi possivel calcular o indice de retenc¢do do processo, indicando que a membrana retém
59,95% de cianidina-3-O-glicosideo e 42,07% de cianidina-3-O-rutenosideo.

Os parametros da corrente permeado foram comparados com os da alimentagdo e
estdo representados na Tabela 14.
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Tabelal4: Parametros da alimentac¢do e do produto final (permeado), suco clarificado’.

Parametros Alimentacio Acai permeado
Sélidos soltiveis” - 2,5+0,1
pH 4,9+ 0,0 4,6 +0,0
Acidez total’® 0,2+0,0 0,2+ 0,0
Fendlicos Totais* 3499 + 16,5 189,7 + 3,9
37+ 1,0% 15+ 0,0%*

Antocianinas majoritérias °
97 + 2,0%* 54 + 1,0%*

" Valores médios de 3 determinagdes com seus respectivos desvios padrio; ~ expresso em °Brix; “expresso em g
de dcido mélico/100g ; * expresso em EAG (mg/100g);’ expresso em pg/100g, * = cianidina-3-O-glicosideo, **=
cianidina-3-O-rutenosideo.

Na etapa de clarificagdo houve uma redugdo ndo significativa no pH, mas a acidez
total continuou inalterada. Para os compostos bioativos houve uma grande reducdo, 54,2%
para fendlicos totais e 32,4% do total da antocianina monomérica cianidina-3-O-glicosideo
encontradas na alimentag@o (suco centrifugado) seguiram para o permeado e retido, indicando
assim uma perda de 68,7% durante o processo. Destes 32,4%, 25,2% seguiram para a corrente
do permeado e 7,2% ficaram no retido.

Para a cianidina-3-O-rutenosideo a perda observada durante o processo de
microfiltracdo foi de 57,9%, portanto apenas 42,1% seguiram para a corrente de permeado e
retido. Dos 42,1% que restaram no processo, 36,1% seguiram para a corrente do permeado e
6,0% ficaram no retido.

Assim como ocorreu na centrifugacdo houve grande perda das antocianinas durante o
processo de microfiltragdo, em torno de 70%. E com os resultados das andlises
cromatograficas pode-se concluir que essa fracdo dos compostos bioativos perdida ndo se
encontra distribuido na fragdo insoldvel, torta ou retido, pelo menos ndao na forma de
antocianinas monoméricas. A Figura 33demonstra o perfil das antocianinas majoritdrias,
através dos cromatogramas obtidos, durante as etapas do processo de clarificagao.

Estes resultados mostram que mais de 70% das antocianinas sdo degradadas durante
estas etapas, podem ter sofrido acdo de glicosidases, enzimas que hidrolisam as ligacdes
glicosidicas liberando, portanto, suas agliconas que sdo mais instaveis que as antocianinas e,
que formam espontaneamente chalconas incolores. Fatores extrinsecos dentre os quais se
destacam a presenca de luz, oxigénio, e efeito do aumento da temperatura, visto que a
centrifuga nao possui refrigeracdo, também podem ter contribuido para a instabilidade desses
pigmentos antocianicos (WANG & XU, 2007; ALBARACI, VALETA, PESSOA, 2007).

A temperatura durante o processo de microfiltracio permaneceu em torno de + 35°C,
portanto, um pardmetro favordvel para manter as antocianinas monoméricas nesta etapa, mas
dentro do tanque de alimentagdo a atmosfera ndo foi controlada, portanto a presenca de
oxigénio pode ter sido um dos fatores que contribuiu para a redu¢do na concentracdo dos
pigmentos antocidnicos nesta etapa.

O célculo do indice de retengdo mostrou uma retencao de 59,9% para a cianidina-3-O-
glicosidea e 42,1% para a cianidina-3-O- rutenosideo. Esses cdlculos mostraram um indice de
retengdo maior, + 18%, para a cianidina-3-O-glicosideo, que possui menor massa molar, do
que para cianidina-3-O-rutenosideo.
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Figura 33: Perfil cromatografico das antocianinas majoritarias do suco de agai ao longo do
processo de clarificacdo: (1) cromatograma da polpa de acai, (2) cromatograma da polpa de
acai apds o tratamento enzimatico, (3) cromatograma da polpa apds centrifugacdo (4)
cromatograma do suco de agai clarificado (Permeado).

4.5 Quantificaciao por pH diferencial e por CLAE das antocianinas monoméricas
O método por CLAE apresentou resultados com maior confiabilidade. As
concentragdes das antocianinas monoméricas totais e das antocianinas majoritarias do agaf

estdo descritas na Tabela 15.

Tabela 15: Concentracdo das antocianinas totais por pH diferencial e por CLAE nas amostras

de polpa de acai.
Acai pH diferencial CLAE
(Amostra em triplicata) (ng/100g) (ng/100g)
1° 336,4 " 48,57
2° 4070 48,67
3° 4612 48,17
Média’ 401,5 + 62,6 48,2+ 0,3

T P — 7 — — —
resultado em antocianinas monomérica totais’, soma das duas antocianinas monoméricas quantificadas

g . , g , 3 P . . ~
(cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo), ® média com seu respectivo desvio padrio.

Os resultados encontrados na quantificacdo por pH diferencial e CLAE mostraram
uma diferenca significativa entre as andlises. Na quantifica¢do por pH diferencial a média das
triplicatas quantificadas foi de 401,6ug/100g para antocianinas monoméricas totais enquanto
a média para a soma das duas majoritarias quantificadas por CLAE foi de 48,2 ug /100g.

A possibilidade de este fato ter ocorrido pode estar relacionada a possiveis substancias
presentes na matriz do agaf analisada, que ndo interferiram nos resultados cromatograficos,
mas ocasionaram superestimacao nos resultados observados durante as andlises por pH
diferencial. Além disso, a matriz em questao apresenta a cianidina-3-O-rutenosideo em maior
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concentracdo (+ 60% das antocianinas presentes) € ndo a cianidina-3-O-glicosideo. Este fato
acarreta erro na quantificacdo, visto que os dados, massa molar e coeficiente de absortividade,
utilizados para cdlculo da quantificagdo das antocianinas totais ndo provém da majoritaria da
matriz como é determinado pela metodologia (WROLSTAD, DURST, LEE, 2005).

Utilizou-se também o extrato da amora, o qual possui a antocianina cianidina-O-
glicosideo em maior concentracio, a majoritaria como preconiza o método de pH diferencial,
utilizando para calculos sua massa molar e o coeficiente de absortividade especifico ja
conhecido para o solvente utilizado na andlise (Tabela 16). Comparando os valores obtidos
pode-se observar que para essa matriz os resultados tanto para andlise por pH diferencial,
quanto para a andlise por CLAE estdo na mesma ordem de grandeza e possuem valores
préximos, ja que a quantificacdo realizada pela primeira metodologia fornece valores de
antocianinas monoméricas totais, ou seja, tanto as majoritarias quanto as outras de menor
concentragdo sdo quantificadas, enquanto a segunda metodologia fornece a soma dos valores
de concentracdo das antocianinas majoritdrias (cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo).

Tabela 16: Concentrag@o das antocianinas totais nas amostras de amora

Amora pH diferencial CLAE
(Amostra em triplicata) (ug /100g) (ug /100g)
1° 253,0! 231,62
20 264,0 ! 232,72
3° 261,4" 228,72
Média ® 2594 +5,7 231,0 +4,3

T N " . " ) N N ~ . e
resultado em antocianinas monomérica totais, “soma das duas antocianinas monoméricas quantificadas

. .. . , . v g , 3 P . . ~
(cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo), * média com seu respectivo desvio padrio.

O perfil cromatografico do extrato do agaf (Figura 34) mostrou que o agai possui uma
variedade de outros compostos na matriz absorvendo a 280nm e o perfil cromatogréfico do
extrato da amora (Figura 35) mostrou uma matriz com poucos compostos absorvendo a
280nm, portanto, uma matriz com menor quantidade de interferentes, mais purificada, quando
comparada ao extrato do acaf analisado por este trabalho.

T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 4500
Minutes

Figura 34: (A) Cromatograma do extrato do acaf a 520 nm e (B) cromatograma do extrato do acaf a 280nm. Pico
1- cianidina-3-O-glicosideo e pico 2 — cianidina-3-O-rutenosideo.
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A andlise com o extrato da amora constatou que as duas técnicas avaliadas nao
diferiram na eficiéncia da quantificacdo das antocianinas. Porém no caso do acai recomenda-
se o uso de quantificacdo por CLAE, pois esta metodologia apresenta resultados mais
confidveis, pois consegue separar de forma rdpida e eficiente, identificar e quantificar as
antocianinas monoméricas de forma isolada
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Figura 35: (A) Cromatograma do extrato da amora a 520 nm e (B) cromatograma do extrato da amora a 280nm.
Pico 1- cianidina-3-O-glicosideo e pico 2- cianidina-3-O-rutenosideo.
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5 CONCLUSAO

A adaptac@o do método de extracdo para amostras liquidas mostrou-se adequada, uma
vez que apds as lavagens ndo se observou mais alteraciio da cor do extrato obtido, indicando
que todas as antocianinas presentes foram extraidas. Além disso, os cromatogramas dos
extratos antocidnicos obtidos apresentaram Otimas resolu¢des e magnitude que permitiu sua
quantificagdo.

As mudangas realizadas no gradiente de eluicdo e no tempo de corrida possibilitaram
andlises mais rdpidas, além de diminuir o gasto com os solventes que constituem a fase
movel, acarretando menor custo por andlise.

O isolamento de padrdes de fontes naturais e a técnica de cromatografia liquida
possibilitaram a obtencdo de padrdes analiticos com excelente grau de pureza, acima de 97%.
Esse método possibilita caracterizar outras amostras, assim como a utilizacdo de outras
matrizes para isolar padrdes com confianca e economia.

As antocianinas majoritarias isoladas foram conclusivamente identificadas por CLAE
e espectrometria de massas, confirmando as informagdes obtidas na literatura quanto a
presenga das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo como
majoritdrias do agai.

Foi possivel conservar por 90 dias o extrato antociinico acidificado dos padrdes
isolados com confiabilidade. Este procedimento possibilita a reducdo nos custos de anélise,
devido a reducdo de uso dos insumos e tempo de pessoal para isola-los.

Este estudo possibilitou avaliar o processo de clarificacdo do suco de agaf através da
quantificagdo das antocianinas cianidina-O-3-glicosideo e cianidina-O-3-rutenosideo em cada
etapa do processo. Verificou-se que a temperatura de processamento da polpa é uma varidvel
importante para a manutencdo dos teores de antocianinas no suco clarificado, bem como a
exposicdo ao oxigénio. O controle da etapa de centrifugagdo € essencial para minimizar as
perdas observadas e permitir que o suco clarificado de acai apresente teor de antocianinas
mais préximo ao do suco integral.

A quantificag¢@o das antocianinas majoritdrias de forma isolada permitiu ainda calcular
o indice de rejeicdo durante a microfiltracdo, um pardmetro que deve ser considerado para
melhoria do desempenho do processo.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

Utilizar a metodologia por CLAE aqui estudada para explorar o potencial de outras
matrizes que possam ser utilizadas como fonte de padrdes antocidnicos.

Isolar outros tipos de antocianinas e utilizd-las como padrdes, possibilitando a
caracterizacdo de outras amostras com confiabilidade.

Utilizar a metodologia de quantificacio de antocianinas isoladas por CLAE para
avaliar as condicdes do processamento de sucos de frutas por tecnologia de
membranas, pasteurizacdo, vida ttil do produto, servindo, portanto como pardmetro de
qualidade para o produto final.

Utilizar a metodologia de caracteriza¢do para identificacdo de adulteracdo de vinhos,

pois os tipos de antocianinas podem caracterizar a procedéncia da uva.
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