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RESUMO GERAL

A implementacdo de novas tecnologias de processamento e o desenvolvimento de
novos produtos amplia a necessidade de se estudar ndo apenas seus atributos sensoriais e
sua vida de prateleira, mas também os seus aspectos nutricionais e funcionais.

Dentre estas tecnologias emergentes, o uso da microencapsulagdo na preservagao
dos carotendides e flavondides em alimentos durante o processamento e na estocagem do
produto, focando os materiais de parede e as condi¢des operacionais utilizadas foram
objetos da revisdo bibliogréafica no primeiro capitulo.

No segundo capitulo, as técnicas de processamento sob alta pressdo e seus possiveis
efeitos na isomerizacdo e degradacdo dos carotendides em frutas e hortali¢as foi o foco da
pesquisa bibliografica.

A microfiltracdo de sucos e polpas de frutas, suas limitagdes tecnoldgicas, a
permeagdo e possiveis perdas de carotendides, flavondides e da vitamina C foram descritos
na revisao do terceiro capitulo.

No quarto capitulo, a otimiza¢do da microencapsula¢do por spray drying da polpa
de pitanga com maltodextrina, amido modificado e goma ardbica, visando a maior retengao
dos carotenoides e dos flavondides, foi realizada por metodologia de superficie de resposta.
As melhores retencdes dos carotendides e dos flavondides no processamento por spray
drying ocorreram na temperatura de entrada de 150°C, numa propor¢ao de 25% de polpa e
75% de material de parede. A goma ardbica apresentou a melhor eficiéncia na
microencapsulacao.

A estabilidade de carotendides e flavondides durante a estocagem das microcapsulas

na temperatura ambiente e na presenca de oxigénio e luz foi também investigada no
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capitulo 5. A goma ardbica promoveu a maior estabilidade dos compostos estudados
durante a estocagem na presenga de luz (3451ux). A degradacdo de carotendides seguiu uma
cinética de primeira ordem e os flavondides, a cinética de zero ordem.

O efeito da alta pressdo hidrostatica na polpa de cajd, na manutencdo das formas
trans-carotendides ou na formagdo de cis-carotendides € apresentado no capitulo 6. As
polpas ndo pressurizadas e as pressurizadas nao diferiram significativamente nas
concentracdoes dos trams-carotendides. As concentragdes dos cis-isomeros foram
significativamente maiores nas amostras pressurizadas, com excec¢do do B-caroteno. Acima
de 400MPa e por mais de 15 minutos de pressurizacdo, fica mais evidente a tendéncia de
reducdo da forma trans em todos os carotendides estudados e de modo inverso, uma
elevacdo das concentracdes de cis-carotendides na polpa de caja pressurizada.

No capitulo 7 sdo apresentados os resultados da microfiltracdo de polpas de goiaba,
pitanga e tomate, onde as concentracdes de carotendides, flavondides e da vitamina C
foram quantificadas ao longo do fluxograma de processamento. Nao houve a permeacao
dos carotendides através da membrana filtrante. Mesmo com permeacdo dos flavondides
através das membranas, as concentracdes no retentado foram duas vezes maiores para os
trés frutos em estudo, em relacdo as obtidas no permeado. O dcido ascérbico foi o
composto que mais permeou. No entanto, houve perdas em todas as etapas de

processamento.
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GENERAL SUMMARY

The implementation of new processing technologies and the development of new
products amplifies the necessity to study not only the sensory attributes and the shelf life,
but also their nutritional and functional aspects.

Among these emerging technologies, the use of microencapsulation in the
preservation of carotenoids and flavonoids in foods during processing and storage of the
product, focalizing wall materials and the operating conditions used, were the objectives of
the review of literature in first chapter.

In the second chapter, processing techniques at high pressure and their possible
effects on the isomerization and degradation of carotenoids in fruits and vegetables were
the focus of the literature review.

The microfiltration of juices and pulps, the technological limitations, the permeation
and possible losses of carotenoids, flavonoids and vitamin C were described in the review
of the third chapter.

In the fourth chapter, the optimization of microencapsulation by spray drying of the
pulp of pitanga with maltodextrin, modified starch and gum Arabic, aiming at greater
retention of carotenoids and flavonoids, was carried out by response surface methodology.
The best retentions of both carotenoids and flavonoids in spray drying occurred at an inlet
temperature of 150°C, at a proportion of 25% pulp and 75% wall material. Gum Arabic
showed greater microencapsulation efficiency.

The stability of carotenoids and flavonoids during storage of the microcapsules at
ambient temperature in the presence of oxygen and light was investigated in Chapter 5.

Gum Arabic promoted greater estability of the compounds studied during storage in the
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presence of light (3451ux). The degradation of carotenoids followed first order kinetics and
of flavonoids, zero order kinetics.

The effect of high hydrostatic pressure on the pulp of caj4, in retaining trans-
carotenoid or in the formation of cis-carotenoid, is presented in Chapter 6. The
unpressurized and pressurized pulps did not differ significantly in the concentrations of the
trans-carotenoids. The concentrations of the cis-isomers were significantly higher in the
pressurized samples, with the exception of B-carotene. Above 400MPa and for more than
15 minutes of pressurization, the tendency of the trans—form to decline for all the
carotenoids studied, and conversely, the elevation of cis-carotenoids in the pressurized caja
pulp became more evident.

Chapter 7 presents the results of microfiltration of pulp from guava, pitanga and
tomato, in which the concentrations of carotenoids, flavonoids and vitamin C were
determined along the processing flow diagram. There was no permeation of carotenoids
through the filtering membrane. Although flavonoids permeated through the membrane, the
concentrations in the retentate were twice those of the permeate, for all three fruits studied.

Ascorbic acid permeated more, but there were losses in all the processing steps.
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INTRODUCAO GERAL

Novos processos de transformacio e conservacao de alimentos com baixos custos
operacionais e reduzidos impactos ambientais estdo sendo pesquisados em todo o mundo
com o intuito de atender a demanda de mercados globalizados e competitivos, onde os
consumidores sdo cada vez mais exigentes e com necessidades especificas.

As tecnologias convencionais de processamento e conservacdo de alimentos
apresentam limitagdes relacionadas a manutengao das qualidades nutricionais, funcionais e
sensoriais de suas matérias-primas. Tecnologias emergentes, tais como alta pressao
hidrostatica, pulsos elétricos, luz pulsante, aquecimento Shmico, extracdo supercritica,
filtracdo por membranas e microencapsulacio estdo sendo introduzidas com a esperanca de
otimizar estas qualidades no produto final ao mesmo tempo mantendo ou aumentando sua
vida de prateleira.

Neste contexto, os alimentos funcionais merecem destaque por apresentarem
compostos bioativos, muitos dos quais sensiveis, reativos e sujeitos a perdas no
processamento e na estocagem do produto. A escolha adequada da tecnologia, bem como o
estabelecimento dos parametros dos processos tecnoldgicos deve nortear a aplicagdo das
novas tecnologias para garantir e preservar a qualidade funcional dos alimentos. Algumas
destas tecnologias ja sdo realidades comerciais e a inddstria tem usufruido beneficios
oriundos de tecnologias como a microencapsulacdo, a alta pressdo hidrostitica (APH) e a
microfiltracdo (MF), visando a preservacdo das qualidades sensoriais, nutricionais e
funcionais dos alimentos.

A tecnologia da microencapsulacdo tem sido amplamente usada na protecdo de

substancias ativas, com numerosas aplicacdes na indudstria farmacéutica. Em alimentos, o
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seu uso é recente, mas com perspectiva de importante aplicacdo. Os estudos estdo
avangados em relacdo aos compostos responsaveis pelos aromas, mas ainda limitados em
termos de pigmentos naturais e fitoquimicos bioativos.

O processamento de alimentos utilizando a tecnologia de APH promove a
inativacdo de microrganismos e enzimas, com a vantagem de resultar em menor alteragao
de sabor e de degradacdo de nutrientes quando comparada a pasteurizagdo térmica
tradicional. Sucos de frutas submetidos a APH tendem a apresentar caracteristicas
nutritivas, funcionais e sensoriais mais préoximas do produto natural, quando comparados ao
produto tratado termicamente.

A MF € uma tecnologia que utiliza membranas filtrantes como uma alternativa aos
processos tradicionais de clarificagdo e concentracdo com a vantagem de ndo utilizar
temperaturas elevadas, reduzindo o consumo de energia, e preservando as caracteristicas
sensoriais e nutricionais dos produtos.

Com a implementacdo destas tecnologias emergentes pelas inddstrias de alimentos e
diante de consumidores cada vez mais preocupados com alimentos processados os mais
proximos dos produtos in natura, este trabalho teve por objetivos: (a) Otimizar as
condicdes de microencapsulacdo da polpa de pitanga, visando maior reten¢do de
carotendides e flavondides; (b) avaliar a estabilidade dos carotendides e flavondides em
polpa de pitanga microencapsulada, durante o armazenamento do produto; (c) avaliar os
efeitos da alta pressdo hidrostitica nos carotendides da polpa de cajd; (d) avaliar o
comportamento de carotendides, flavondides e vitamina C durante a microfiltracdo de

frutas tropicais.
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RESUMO

H4 um substancial conjunto de evidéncias cientificas que associam o alto consumo de
frutas e hortalicas com a reducdo de risco de se desenvolver doencas crénicas nao
transmissiveis como alguns tipos de cancer e doencas cardiovasculares. Dentre os
compostos bioativos encontrados nestes alimentos destacam-se os carotendides por serem
corantes naturais e atuarem no sequestro de oxigé€nio singleto e de radicais livres, além de
outros modos de acdo contra estas doengas. A tecnologia de microencapsulacdo parece
promissora na reten¢do destes constituintes, desde que se observem parametros
tecnolégicos adequados e se utilizem materiais de parede apropriados. A estabilidade e a
cinética de degradacdo destes compostos microencapsulados estdo relacionadas com o
tamanho das microcdpsulas (particulas de didmetros menores apresentam maiores areas
superficiais) e com a quantidade de carotendides presentes nas superficies externas das

microcdpsulas, sendo parametros chaves na sua protecdo frente a acdo de agentes

ambientais responsdveis pela degradagao.

Palavras chave: Microencapsucao; spray drying; carotendides.



ABSTRACT

There is substantial scientific evidence that associates high consumption of fruits and
vegetables with the reduction of the risk of developing degenerative diseases such as
certain types of cancer and cardiovascular diseases. Among the bioactive compounds
encountered in these foods, the carotenoids are notable for being natural pigments capable
of sequestering singlet oxygen and scavenging free radicals, aside from other modes of
action against degenerative diseases. The technology of microencapsulation appears
promising in the retention of these constituents, provided adequate technological
parameters are observed and appropriate wall materials are utilized. The stability and
degradation kinetics of the microencapsulated compounds are related to size distribution of
the microcapsules (particles with lower diameters have greater superficial areas) and the
quantity of these compounds in the external surface of the microcapsules, these being the
key parameters in their protection against the action of environmental agents responsible

for the degradation.
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1. INTRODUCAO

Na dieta humana, os vegetais fornecem vitaminas, minerais e fibras importantes
para a manutencdo da sadde. Estes alimentos contém ainda compostos bioativos que
proporcionam beneficios a sadde, além da nutricdo bdsica. Trata-se de compostos
biologicamente ativos com potencial de prevenir ou reduzir riscos de algumas doencas
cronicas nao transmissiveis (AGUDO et al., 1997; MATTHEW et al., 1997, THOMSON et
al., 2002; SKULADOTTIR et al., 2006; DAI et al., 2006; DOSIL-DIAZ et al., 2008;
MIRMIRAN et al., 2009). Estudos epidemioldgicos evidenciam a associa¢do entre o alto
consumo de frutas e hortalicas com o baixo risco de se acometer de doengas
cardiovasculares (D'ODORICO et al., 2000), degeneragao macular e catarata (RICHER et
al., 2004), alguns tipos de cancer (HUNG et al., 2006; KIM et al., 2007), obesidade
(SUZUKI et al., 2006), osteoporose (MAGGIO et al., 2006), e sarcopenia ou perda de
massa muscular e forca em idosos (SEMBA et al., 2007).

Entre os fitoquimicos estdo incluidos os carotendides, que sdo pigmentos naturais
responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha e distribuidos em frutas, raizes, flores,
crusticeos e algumas aves e peixes. Eles atuam no sequestro do oxigénio singleto
(KRINSKY, 2001) e reagem com radicais livres (POLYAKOV et al., 2001; KRINSKY e
YEUM, 2003) por apresentarem um sistema extenso de duplas ligacdes conjugadas. Estas
insaturacdes, no entanto, os tornam instaveis dependendo do ambiente biolégico onde
atuam (polaridade do meio, tipo de matriz) e da presenca de oxigénio, luz e calor
(RIETJENS et al. 2002; EL-AGAMEY et al. 2004).

O termo microencapsulacio € usado para designar um conjunto de tecnologias que

envolvem substancias dentro de uma matriz ou parede polimérica (KISSEL et al., 2006) e



se mostram promissoras na preservacdo dos componentes bioativos dos alimentos
funcionais diante das condi¢des adversas do ambiente.

A definicdo dos aspectos tecnoldgicos envolvidos na microencapsulagao de
carotendides, as técnicas utilizadas, os parametros cinéticos durante a estocagem do
produto e o estudo dos tipos de matérias de parede utilizados sdo o foco desta revisdo

bibliografica.

2. TECNICAS DE MICROENCAPSULACAO

As técnicas de microencapsulacdo t€m sido amplamente usadas na inddstria
farmacéutica, quimica e de produtos agricolas. Na industria de alimentos seu uso € mais
recente € visam proteger os nutrientes e compostos bioativos contra possiveis perdas e
estender a vida de prateleira, além de mascarar sabores, cores e odores (ANAL e SINGH,
2007). O mecanismo de protecdo exercido se da por conta da formacdo de membranas ou
sistemas de paredes, que envolvem gotas ou particulas de material microencapsulado ou
recheio (SHU et al., 2006).

O desenvolvimento da tecnologia de microencapsulacdo e a pesquisa de novos
materiais aumentaram significativamente o nudmero de produtos alimenticios com
componentes encapsulados (GIBBS er al., 1999). Embora muitas técnicas tenham sido
desenvolvidas para a microencapsulacdo (spray-cooling, spray-chilling, fluidized-bed
coating, extrusion, coacervation, centrifugal extrusion, lyophilizatoin, centrifugal
suspension separation and co-crystallization), spray drying € a tecnologia mais comum
usada pela inddstria de alimentos devido ao seu baixo custo e disponibilidade de
equipamentos (GHARSALLAOUI et al., 2007), além de converter alimentos fluidos, como

os 6leos comestiveis, em pos de facil manuseio (DESAI e PARK, 2005).



Nas pesquisas com alimentos carotenogénicos, foram utilizadas predominantemente
as tecnologias de microencapsulagdo por freeze-drying, gelificagao ionotropica, evaporagao
multipla de solvente/emulsdo, inclusdo molecular e spray drying.

A microencapsulacdo por freeze-drying ou liofilizacdo consiste na sublimacdo da
dgua da mistura de material de parede com o alimento carotenogé€nico, extrato ou
carotendides isolados ou padrdes. Esta tecnologia apresenta a vantagem de ndo utilizar
temperaturas altas durante o processo de microencapsulacio. TANG e CHEN (2000)
utilizaram esta técnica na microencapsulacdo da luteina, a-caroteno e -caroteno extraidos
de polpa de cenoura. Durante a estocagem, o incremento na temperatura € no tempo de
iluminacdo elevou a isomerizacdo dos trés carotendides. Nas microcdpsulas mantidas no
escuro, houve a predominancia da formagdo do 13-cis-carotendide e na presenca da luz
(1500Lux) do 9-cis-carotendide. O modelo cinético de degradacdo de primeira ordem foi
seguido por todos os carotendides estudados.

O uso de manitol e de sais divalentes e de fosfato como materiais de parede na
microencasulacdo do B-caroteno padrdo por freeze-drying foi pesquisado por SUTTER et
al. (2007). Em todos os tratamentos, as concentragdes de P-caroteno da superficie das
microcdpsulas foram insignificantes. Durante a estocagem, a degradacdo do B-caroteno
aumentou com a elevacdo da umidade relativa (UR), uma UR de 44% favoreceu
significativamente a degrada¢do do B-caroteno microencapsulado e em 75% de UR houve o
rompimento das microcdpsulas e a degradacdo quase total. Resultados semelhantes foram
obtidos por SELIM et al. (2000) com crocetina de estigmas de agafrdo encapsulada por
freeze-drying com polivinilpyrrolidona ou pullulan como material de parede e mantido no
escuro, no qual a elevacdo da atividade de 4dgua (a,) aumentou a taxa de degradacdo do

carotendide em uma cinética de primeira ordem.



A gelificac@o ionotrdpica é outra técnica de encapsulacdo baseada na formagao de
uma emulsdo sob agitacdo continua, seguida por extrusao gota a gota, através de uma pipeta
de calibre reduzido ou de uma seringa, caindo em uma solugdo ionica (SILVA et al., 2003).
O encapsulamento por gelificacdo ionotrépica do B-caroteno em suco de “sea buckthorn”
(Hippophaé rhamnoides L.), tendo como material de parede a Furcellaran (polissacarideo
extraido de alga) foi estudado por LAOS et al. (2007). A eficiéncia da encapsulagcao do [3-
caroteno foi de 97%. A elevacdo da propor¢do do suco da fruta diminuiu a firmeza das
capsulas.

A microencapsulacdo por evaporacdo de solvente em emulsdes multiplas
(6leo/dgual/dleo) consiste na formagdo primdria de uma emulsdo simples (6leo/dgua),
seguida de uma emulsdo multipla, na presenga do material de parede e do composto
bioativo. O solvente é evaporado a 60°C sob vacuo por 7h em um rotaevaporador. Esta
técnica de microencapsulacdo foi utilizada por HHGUERA-CIAPARA et al. (2004), com a
quitosana como material de parede e a astaxantina padrdo como material de recheio. Nao
foi observada a isomerizag¢do, nem a oxidacdo da astaxantina durante a microencapsulacao
e em 8 semanas de estocagem a 25, 35 e 45 °C.

A inclusdo molecular € outra tecnologia de microencapsulacdo baseada no uso de
ciclodextrinas (CD) como materiais de parede. Estudos comparativos entre as a-, - e y-CD
na capacidade de formar complexos com licopeno extraido de goiaba (MATIOLI e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2003) e extraido de tomate (BLANCH et al, 2007)
demonstraram que o licopeno ndo complexou com a a-CD, mas microencapsulou com B- e
v-CD. A estabilidade na estocagem sob refrigeracdo (15°C) e na presenca de luz foi

significativamente maior para a y-CD (MATIOLI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).



A estabilidade térmica da astaxantina e o efeito da luz (1500lux) em inclusdo
molecular com B-CD foi estudado por CHEN et al. (2007). Nas temperaturas de estocagem
de 4, 30 e 57°C, a luz ndo reduziu significativamente os teores de astaxantina
microencapsulada.

A microencapsulagao do licopeno extraido de tomate usando inclusdo complexa
com B-CD e comparada com a microencapsulacao por spray drying seguido de liofilizagao
foi estudado por NUNES e MERCADANTE (2007). A eficiéncia da microencapsulagao
por spray drying variou de 94 a 96%. A concentracdo do licopeno aumentou de 96,4 para
98% apds o encapsulamento por spray drying, enquanto que diminuiu de 98 para 91% apds

a complexacao e liofilizagao.

3. MICROENCAPSULACAO POR SPRAY DRYING DE CAROTENOIDES
PADROES OU ISOLADOS

Na Tabela 1 sdo apresentadas pesquisas realizadas com carotendides padrdes ou
isolados microencapsulados por spray drying. As perdas de B-caroteno padrao (11-18%)
indicaram que em temperatura de entrada de 170-190°C e com os materiais de parede
investigados, as perdas foram pequenas durante o processo de secagem.

A microencapsulagdo com amido modificado de tapioca apresentou a maior
concentracdo de f-caroteno e o menor percentual na superficie externa das microcdpsulas
(19%) e a maltodextrina (MD) foi o material de parede que resultou em maior concentracao
do B-caroteno na superficie externa (73%) (LOKSUWAN, 2007). Durante a estocagem a
25°C por 17 semanas, DESOBRY er al. (1999) observaram que a MD Dextrose
Equivalente (DE) 4 + glicose conferiu maior estabilidade e tempo de meia vida de 17 dias

ao trans-B-caroteno. Os mais baixos teores de P-caroteno foram encontrados nas



Tabela 1. Parametros técnicos, cinéticos e resultados principais da microencapsulagdo por spray drying de carotendides isolados.

Carotendide Material de parede Temperatura (°C) Ordem cinética Tempo de Resultados principais Referén-
de reagdo meia-vida cias
alimentacdo entrada  saida
Trans-B-caroteno MD DE 25 43 170 95 Até 11° dia: 7,1 semana”  Perda de 11% do trans-B-caroteno  Desobry et
Primeira durante a secagem e cerca de 38% al., 1997
ficou na superficie externa das
Depois 11° 27 semana’’ microcdpsulas
dia: Segunda
Trans-B-caroteno MD DE 25 NC 170 95 Primeira 0,10 semana™  Spray drying promoveu perdas de  Desobry et
MD DE 15 + 9% glicose 0,13 semana’ 11 * 1% do trans-B-caroteno em al., 1999
MD DE 15 + 9 galactose 0,11 semana’  todos os materiais de parede.
MD DE 15 + 24%]lactose 0,12 semana’  Apés 17 semanas de estocagem a
MD DE 4 + 18%glicose 0,05 semana’  25°C, a MD DE 4 + glicose
MD DE 4 + 18%galactose 0,06 semana’  proporcionou a melhor
MD DE 4 + 40%lactose 0,05 semana’  concentragio e o maior tempo de
meia vida.
pB-Caroteno Amido de tapioca/ NC 170 95 NC NC O amido modificado de tapioca  Loksuwan,
Amido modificado de promoveu a maior concentragdo 2007
tapioca/ do fB-caroteno (82%) e o menor
MD DE 24 percentual na superficie externa
das microcdpsulas (19%). A MD
foi o material de parede menos
eficiente.

Licopeno Gelatina/Sacarose 55 190 52 NC NC Licopeno padrdo com pureza Shu etal.,
acima de 82% apresentou maior 2006
eficiéncia da microencapsulagao.

Foi observada a formagdo de cis-
licopeno durante o spray drying.
A microencapsulagdo conferiu
maior estabilidade ao licopeno
durante a estocagem por 4
semanas..
. Goma ardbica Escuro t<t, 5,5 dias . . e
Licopeno Primeira t>t, 18,6 dias A combinagdo de goma ardbica e Matioli e
NC 120 85 Luz t<t, 4,9 dias MD foi mais eficiente que Rodriguez-
Primeira t>t, 6,7 dias somente goma ardbica. O maior Amaya,
Goma arabica + MD DE Escuro t<t, 6,32 dias efeito da luz sobre o ]icopen() 2002
20 Primeira >t; 35,41 d_ias microencapsulado foi observado
Pril;rlllgira ttittzz g:g? ?1;2: no segundo momento cinético.

MD - maltodextrina; DE- dextrose equivalente; NC — ndo citado.



microcdpsulas confeccionadas com MD. O amido modificado foi o material com maior
capacidade de microencapsulacdo, com as menores concentracdes do [-caroteno nas
superficies externas das microcdpsulas.

Um modelo cinético de primeira ordem e em dois momentos sequenciais foram
obtidos por DESOBRY et al. (1997, 1999). No primeiro momento ocorreu uma rapida
queda na concentracdo do P-caroteno, seguida por degradagdes mais lentas, no segundo
momento. Este comportamento cinético levou os autores a concluirem que o primeiro
momento cinético foi resultante da fotodegradacio do carotendide localizado nas
superficies externas das microcdpsulas e no segundo momento, as taxas de degradacdo
menores corresponderam as degradagcdes do carotendide interno nas microcdpsulas e,
portanto, mais protegidos da acdo da luz e do oxigénio.

Para o licopeno isolado de goiaba e microencapsulado por spray drying, MATIOLI
e RODRIGUEZ-AMAYA (2002) também observaram que a degradacdo se adequou a uma
cinética de primeira ordem em dois momentos sequenciais. A a¢ao da luz foi maior no
segundo momento cinético e a combinag¢do de goma ardbica + MD foi mais eficiente que
somente a goma ardbica como material de parede. SHU et al. (2006) observaram que
quanto maior a pureza do licopeno, maior a eficiéncia da microencapsula¢do, mesmo com a
formacdo de cis-isdmeros durante a secagem por spray drying. As microcdpsulas
conferiram maior estabilidade ao licopeno em 4 semanas de estocagem, comparado ao nao
encapsulado. Segundo os autores, as condi¢des Otimas de microencapsulagdo foram:
propor¢cdo material de parede/recheio, 4:1; relacdo gelatina:sacarose, 3:7; temperatura da
emulsdo na alimentacdo no spray drying, 55°C e temperatura de entrada, 190°C; pureza do

licopeno de ndo menos de 82%.
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4. MICROENCAPSULACAO POR SPRAY DRYING DE EXTRATOS
CAROTENOGENICOS

As condi¢des técnicas da microencapsulagdo por spray drying, os parametros
cinéticos e os resultados principais em relagdo a degradacao de carotendides em extratos de
alimentos sdo apresentados na Tabela 2. A temperatura de alimentacdo variou de 25 a 38°C
e na entrada do spray dryer variou de 120 a 200°C.

Para todos os extratos estudados e nos diversos materiais de parede, a

microencapsulacdo elevou a protecdo dos carotendides, em relacdo aos alimentos nao
encapsulados ou obtidos por processo convencional e em sistemas modelos. Durante a
estocagem na presenca de luz, os carotendides microencapsulados foram mais estaveis,
quando comparados aos alimentos ndo microencapsulados.
A degradagdo de a-caroteno e P-caroteno de extrato de cenoura microencapsulada em
amidos hidrolisados e estocadas por 8 semanas a 45°C e exposto a 2150lux ajustou-se a um
modelo cinético de primeira ordem. Os tempos de meia-vida dos carotenos
microencapsulados elevaram-se entre 70-120 vezes, dependendo do amido hidrolisado
utilizado, quando comparados a cenoura seca por spray drying (ndo microencapsulada).
Nao foi observada a presenca de cis-isdmeros durante a estocagem, indicando a prevaléncia
da oxidagdo sobre a isomerizacdo destes carotenos. Pequenas varia¢des no teor de umidade
(2,7-3,4%) e na atividade de 4gua (a, 0,154-0,178) nao interferiram na estabilidade dos
carotendides nas microcdpsulas durante a estocagem (WAGNER e WARTHESEN, 1995).

A retencdo dos carotendides e a estabilidade nas microcapsulas estdo diretamente

relacionadas com a escolha do material de parede, a propor¢cdo material de parede/recheio,
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Tabela 2. ParAmetros técnicos e resultados principais da microencapsulagdo por spray drying de extratos carotenogénicos.

Carotendide/ Material de parede/ Temperatura (°C) Ordem Tempo Resultados principais Referéncias
alimento condigdes experimentais - — ~ cinética de meia-
alimentacdo entrada saida de reacs d
cdo vida
a-caroteno/ Amido hidrolisado DE 4 Primeira 149 dias Apés 8 semanas de estocagem, houve perdas de Wagner e
Extrato de DE 15 38 200 100 Primeira 258 dias 90% dos carotenos microencapsulados em amido Warthesen,
cenoura DE 25 Primeira 210 d!f’? hidrolisado DE 4 e de 70% em DE 36 quando 1995
Amido hidrolisado ISI;E 36’5 ggﬁgiz 41‘4512 gi‘a‘: estocados a 21°C, perdas equivalentes a 2 dias de
{3 -caroteno/ DE 15 Primeira 237 dias estocagerp do suco de cenoura ndo encapsulado.
Extrato de DE 25 Primeira 209 dias A exposi¢do a luz (2150lux) ndo acelerou a
cenoura DE 36,5 Primeira 431 dias  degradacdo dos carotenos microencapsulados.
B-caroteno, Dextrina DE-15 (luz) 37°C Segunda 9 dias . .
Capsantina, Dextri + Na-caseinato  25°C Primeira A microencapsulagdo por spray drying promoveu  Beatus er
Capsorubina, (luz) 45°C 25 120- 30-60 Primeira maior estabilidade que o processo convencional e al., 1985
Zeaxantiqa, Dextrina + Gelatin 180 11,3-20,3 em sistemas modelos. A MD DE 15 foi o material
%rllgfé?ggfil Dext + Gelat. + G. ardbica Segunda dias dt,‘/ p.arede que melhor protegeu ‘a~01e0resina de
o (luz) 35°C paprica nas diferentes condi¢cdes de luz,
paprica A 011 temperatura e atividade de dgua.
Dextrina A: 0:23 Segunda NC
(escuro a A, 0,32
35°0) Ay 041
Dextrin + A, 0,11
Na-caseinato Ay 0,23 Segunda NC
(escuro a A, 0,32
35°C) A, 0,41
B-caroteno, Mistura de 35% ST-3:9 Zero 21,3 dias A retencgdo dos carotenoéides variou de 72-86%. A  Rodriguez-
Capsantina, dleo de 25% ST-3:9 NC 170 80 Zero 20,7 dias  degradagdo dos carotendides foi menor quando as ~ Huezo e
Z;l)’::;?ﬁ;a f;rr?slsst 35% ST-2:6 Fero 184 dias  Microcdpsulas foram confeccionadas de emulsdes al., 2004
Criptoxantina, cartamun, 25 ST2:6 Jero 21.4 dias multiplas e com maior teor de sélidos.
Violaxantina/ Gomas gelan
Oleoresina de e ardbica, 35% ST-1:4 Zero 21,2 dias
pimenta e de Maltodextrin 259, ST-1:4 Zero 25,0 dias
cravo de defunto aDE10a
35°C.
Bixina/ Goma arabica + Sacarose/ Temperatura 180 130 1* etapa NC A bixina foi mais estdvel no escuro que na Barbosa et
Extrato de MD DE-20 + Sacarose/ ambiente Primeira presenca da luz. Na luz, a concentraciio da bixina al., 2005
urucum MD DE 20 ga,etaPa NC encapsulada com goma ardbica foi 3 a 4 vezes
grr?;giara NC maior do que com MD.

Bixina/ Hidroxi- A bixina presente no extrato microencapsulado se ~ Prentice-
Extrato de urucum estearato de Escuro NC 185 65-75 Primeira 693 dias mostrou mais estivel A luz que a bixina presente Hemér}dez
em preparo de glicerina — no extrato ndo microencapsulado. O refresco e Rusig,
refresco comercial ~ polietileno . .. . 1999

de tangirina glicol + MD o . Comerglal.com bixina microencapsulada estocado
Luz - 900lux Primeira 15 dias na auséncia da luz manteve a cor.

MD - maltodextrina; DE — dextrose equivalente; NC — ndo citado.
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as condi¢des ou parametros técnicos durante a secagem por spray drying e durante a estocagem
(temperatura, umidade relativa, presenca ou auséncia de luz e oxigénio). Para encapsulagcao por
spray drying, o amido modificado, a MD e as gomas tém sido os materiais de parede mais
utilizados (GIBBS et al., 1999).

A goma acécia ou ardbica é um emulsificante hidrocoléide muito utilizado na industria de
alimentos. Trata-se de um polimero complexo formado por unidades de polissacarideos como
cadeia principal, com aproximadamente 2% de proteinas ligadas covalentemente aos
polissacarideos, sendo a fracdo protéica a responsavel pela propriedade emulsificante da goma
ardbica (DICKINSON, 2003). Esta goma € usada nas microencapsulacdes de compostos
lipofilicos, por apresentar excelente propriedade emulsificante (BERTOLINI et al., 2001),
formando emulsdes estaveis (SHAIKH er al.,, 2006), e habilidade de formar filmes
(DICKINSON, 2003). Estas qualidades tecnoldgicas t€ém facilitado o uso da goma ardbica como
agente encapsulante pela melhor reten¢do e protecdo exercida aos compostos bioativos dos
alimentos (McNAMEE et al., 2001).

A goma ardbica protegeu a bixina microencapsulada da acdo da luz em 3 a 4 vezes mais
que MD. A presenca de cerca de metade da bixina na superficie externa das microcédpsulas
confeccionadas com MD DE 20 indicou uma baixa eficdcia da microencapsulacdo e esteve
diretamente relacionada com a reduzida estabilidade deste carotendide durante a estocagem a
21°C, na presenca de luz (700 lux) e no escuro (BARBOSA et al., 2005). A estocagem no escuro
do refresco comercial com bixina microencapsulado em maltodextrina + hidroxiestearato de
glicerina e polietileno glicol preservou a cor do produto. Na presenca de luz (900lux) a bixina se

mostrou mais estdvel que a ndo microencapsulado, descrevendo uma cinética de degradacdo de
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primeira ordem. No entanto, apds a dissolu¢do em 4gua, a bixina hidromiscivel exposta a luz
(9001ux) por 30 dias, alcangou perdas de até 82% (PRENTICE—HERNANDEZ e RUSIG, 1999).

Por ser um ingrediente muito caro e a sua capacidade emulsificante (teor de proteinas)
variar com os lotes, a goma ardbica estd sendo substituida por outros materiais de parede como:
gelatina + sacarose (SHU et al. 2006; XU et al., 2007); isolado protéico de leite + destrina DE
18-20 (AHN et al., 2008); amidos modificados (LOKSUWAN, 2007; XU et al., 2007); amido
derivado (DRUSCH e SCHWARZ, 2006; DRUSCH et al., 2006) amidos hidrolisados
(WAGNER e WARTHESEN, 1995); pectina (DRUSCH, 2007), e concentrado protéico de
ervilha (PIERUCCI et al., 2006; 2007).

A microencapsulacdo do B-caroteno (10 e 20%) em misturas de materiais de parede
(amido modificado + sacarose e gelatina + sacarose) foi estudada por XU et al. (2007). Todas as
microcdpsulas produzidas apresentaram formato esférico, sendo que aquelas produzidas com
gelatina (10 e 20% de B-caroteno) tinham superficies lisas. Os pesquisadores concluiram que as
microcdpsulas com gelatina como material de parede eram mais integras e com menos porosidade
na superficie externa do que aquelas confeccionadas com amido modificado.

As MDs sdo frequentemente usadas como agentes encapsulantes na protecdo de
ingredientes sensiveis a fatores ambientais, por formarem paredes de superficies lisas em
microcdpsulas esféricas (DIB TAXI et al., 2003) e apresentarem boa eficicia e baixo prego
(DESOBRY et al., 1999).

A adicao de 10% de MD DE 15 em puré de batata doce de polpa amarela, submetida ao
pré-tratamento enzimdtico ou ndo, € secos em spray drying (temperatura de entrada de 190°C),
ndo promoveu suficiente protecdo do P-caroteno a oxidag¢do durante a estocagem a —20°C

(GRABOWSKI et al., 2008). A elevacao no teor de MD para 40% e numa DE 25 e em condi¢oes
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de processo menos severas formou microcdpsulas de menores tamanhos (maior drea superficial) e
com maior quantidade de f-caroteno na superficie externa das microparticulas, o que favoreceu
uma rdpida degrada¢do durante a estocagem (DESORBRY et al., 1997).

A estabilidade dos carotendides do extrato oleoresina de pdprica microencapsulada foi
estudada por BEATUS et al. (1985). As microcdpsulas que foram confeccionadas com dextrina
DE 15, estocadas por até 84 dias a 37°C e na presenga de luz (2 tubos de néon a 18-20 cm de
distancia das amostras) resultaram numa constante cinética de degradacao dos carotendides de
3,1 (dias X concentragéo)'l em um tempo de meia vida de 9 dias, numa cinética de segunda
ordem. Com a adi¢do de caseinato de s6dio a dextrina como material de parede, a degradacao
destes pigmentos, na presenca de luz, seguiu uma cinética de primeira ordem nas temperaturas de
estocagem de 25 e 45°C. Nas demais misturas de materiais de parede, as microcdpsulas expostas
a luz ou mantidas no escuro em diferentes atividades de 4gua (a,) e estocadas a 35°C se
adequaram a uma cinética de degradacdo de segunda ordem, numa relacdo inversa entre a
intensidade da cor e a atividade de dgua.

A definicd@o clara do modelo cinético nao € uma tarefa facil uma vez que os sistemas sdo
muito complexos e nem sempre € possivel isolar adequadamente mecanismos de reagdes
quimicas que levam as mudancgas na qualidade ou ter modelos matematicos robustos que possam
descrever taxas de reacdes sob variadas condicdes de processo. Para se ter maior clareza na
defini¢do da ordem cinética de reagdo é necessdario que se alcance mais de 50% de perda da
quantidade inicial, pois graficamente os valores iniciais obtidos sdo bastante equivalentes, o que
torna dificil distinguir entre os modelos de ordem zero e de primeira ordem (LABUZA, 1984).
Nao € tao simples correlacionar os modelos matematicos com as perdas de nutrientes e mudangas

de cor e de sabor (LABUZA, 1982)
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Uma cinética de degradacdo de ordem zero para o total de carotendides de oleoresinas de
pimenta e de cravo de defunto microencapsulados foi obtida por RODRIGUEZ-HUEZO et al.
(2004) em todos os tratamentos no periodo experimental adotado (30 dias), correspondendo ao
primeiro momento da cinética de degradacdo. A degradagdo dos carotendides foi menor quando
as microcdpsulas foram confeccionadas com maior teor de sélidos.

A degradacdo de carotendides microencapsulados em uma cinética de primeira ordem e
em dois momentos sequenciais foi também observada por BARBOSA et al. (2005) em extrato de
bixina. No primeiro momento ocorreu uma rapida queda na concentragdo dos carotendides,
seguida por degradacdes mais lentas, no segundo momento. Diante deste comportamento cinético
os autores concluiram que a primeira queda foi resultante da fotodegradacdo dos carotendides
localizados nas superficies externas das microcdpsulas, onde estes estariam mais susceptiveis. No
segundo momento, as taxas de degradacdes menores corresponderiam as degradagdes destes
pigmentos localizados internamente nas microcdpsulas, estando, portanto, mais protegidos da
acdo da luz e do oxigénio. No entanto, em 2008 BARBOSA e MERCADANTE observaram uma
cinética de degradacdo de ordem zero com o extrato de bixina microencapsulado com goma

ardbica e MD, mantidos no escuro e na presenga de luz (700lux).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo das condi¢gdes otimizadas na microencapsulagcdo e a escolha de materiais
de parede adequados ao alimento funcional sdo aspectos importantes a serem considerados. Nos
estudos de estabilidade dos compostos bioativos microencapsulados, o tamanho das
microcapsulas (particulas de didmetros menores apresentam maiores areas superficiais) e a

quantidade dos compostos de interesse nas superficies externas das microcdpsulas sdo parametros
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chaves na protecao destes compostos contra a acdo de agentes ambientais responsaveis pela
degradacdo.

Na microencapsulagdo com o uso de spray dyring, as perdas observadas durante o
processo de secagem foram compensadas pela maior estabilidade conferida aos carotendides
pelos materiais de parede, durante a estocagem. As misturas de diferentes materiais de parede
grau alimenticio é uma tendéncia na formulacdo das microcapsulas.

Nos estudos com carotendides padrdes ou isolados e com os extratos observa-se durante a
estocagem, um comportamento cinético de degradacao semelhante. Os resultados indicam que a
extracdo dos carotendides de suas matrizes alimentares eleva suas concentracdes relativas, mas
reduz o efeito protetor dos demais constituintes do alimento e da prépria matriz (protecao
proporcionada pela parede celular e membranas). Portanto, em nosso laboratério o uso do
alimento carotenogénico na microencapslacdo é preferido, visando o aproveitamento da protecao

natural da matriz.
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RESUMO

O desenvolvimento de novas tecnologias de processamento e conservacao de alimentos amplia a
necessidade de se estudar os efeitos nos atributos nutricionais e funcionais dos alimentos.
Observa-se um aumento crescente no interesse da pesquisa na retengdo de compostos bioativos
frente a estes novos métodos. Os carotendides possuem cadeia poli€nica responsaveis pela cor de
varios alimentos de origem vegetal e animal. Sdo termossensiveis e, portanto, podem ter maior
retencdo em processos nao térmicos como o processamento sob alta pressao hidrostatica (APH).
Esta pesquisa bibliogréfica teve por objetivo analisar as implicacdes do uso da APH na retengao
de carotendides nos alimentos. O perfil de carotendides e seus teores nas matrizes siao fatores
intrinsecos relevantes na sua estabilidade e retencdo durante processamento e estocagem. As
pesquisas apresentam variagdes na retencdo dos carotendides em vegetais integros, sucos e
polpas. A integridade da matriz, a temperatura inicial e a intensidade da APH e o tempo de

pressurizacdo sao aspectos que devem ser avaliados em alimentos submetidos a APH.

Palavras chave: Tecnologias ndo térmicas; alta press@o hidrostatica; carotendides.
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ABSTRACT

The development of new technologies for the processing and conservation of food amplifies the
necessity to study the effects on the nutritional and functional attributes of foods. Increasing
interest on research about the retention of bioactive compounds with these new methods can be
observed. Carotenoids have a polyene chain responsible for the color of various foods of plant
and animal origin. They are heat-sensitive and can therefore have better retention in non-thermal
processes, such as high hydrostatic pressure (HHP) processing. This bibliographic research had
the objective of analyzing the implications of the use of HHP on the retention of carotenoids in
foods. The carotenoid pattern and their levels in the matrices are intrinsic factors relevant to their
stability and retention during processing and storage. Research results show variation in the
retention of carotenoid in whole foods, pulps and juices. The integrity of the matrix, the initial
temperature and intensity of HHP and the duration of pressurization are aspects that should be

evaluated in foods submitted to HHP.

Key words: Non-thermal technologies; high hydrostatic pressure; carotenoids.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsdveis pelas cores vermelha, laranja e
amarela de muitos alimentos de origem vegetal e animal. A estes compostos também sio
atribuidas funcdes ou a¢des que promovem a satide humana. Além da atividade pré-vitaminica A
de alguns deles, estdo associados a reducdo do risco de desenvolver alguns tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular. Porém sao altamente insaturados,
susceptiveis a isomerizacdo e a oxidagao.

Meétodos tradicionais de processamento de alimentos baseados em tratamentos térmicos
como a secagem, a concentracdo e a esterilizacdo garantem a qualidade microbioldgica dos
produtos, mas podem comprometer os atributos sensoriais, a qualidade nutricional e funcional
dos alimentos (KNORR et al. 2002).

Nas tultimas décadas, a énfase da tecnologia de alimentos tem sido a garantia da qualidade
dos alimentos e a saide do consumidor, disponibilizando alimentos seguros e nutritivos. As
aplicacdes de processos ndo térmicos tais como ultrassom (US), campo elétrico pulsante (CEP),
luz UV pulsante (LP), alta press@o hidrostatica (APH) e microfiltracdo (MF) tém sido estudadas
(BUTZ e TAUSCHER, 2002; SANCHEZ-MORENO et al., 2006; TOEPFL et al., 2007;
GEVEKE et al., 2007; GEVEKE e BRUNKHORST, 2008; KEYSER et al., 2008; UNLUTURK
et al., 2008; ONGARATTO e VIOTTO, 2009; UEMURA et al., 2010). Embora se encontrem no
estdgio de pesquisa e desenvolvimento, estas tecnologias tém grande potencial de serem
implantadas nas industrias nos proéximos anos, ja que representam um pequeno percentual na
producdo de alimentos (SUN, 2009).

O processamento com APH produz alimentos de alta qualidade, seguros e com vida de

prateleira estendida. H4 a expectativa de que esta tecnologia seja menos destrutiva que os
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processos térmicos, com moléculas de baixo peso molecular como pigmentos e vitaminas (BUTZ
et al.,2002)
Esta pesquisa bibliografica teve por objetivo rever os estudos sobre a retencdo e

estabilidade de carotendides em sucos, polpas e vegetais integros, processados sob APH.

2. TECNICAS DE PROCESSAMENTO DE ALTA PRESSAO

O processamento sob alta pressdo € uma tecnologia nao térmica capaz de inativar
microrganismos (HENDRICKX et al., 1998; PALOU et al., 1999; HARTMANN e DELGADO,
2004; BAYINDIRLI et al., 2006; BUZRUL et al., 2008; LAVINAS et al., 2008) e enzimas
(CANO et al., 1997; LOPEZ-MALO et al., 1998; POLYDERA et al., 2004; RODRIGO et al.,
2006; MENEZES et al., 2008; KATSAROS et al., 2009a; 2009b) em sucos e polpas de frutas.
Sua aplicacdo em escala industrial pode preservar o valor vitaminico de frutas e hortalicas e pode
representar uma interessante alternativa aos processos térmicos convencionais (VAN DER
PLANCKEN et al., 2008). Atualmente, dois métodos de processamento de alimentos sob alta
pressdo tém sido investigados: o método homogeneizado (HAP — Homogeneizado a Alta
Pressdo), onde o alimento € submetido a alta pressdo na linha de processamento e logo é
despressurizado; e o método hidrostatico (APH) (CAMPOS et al. 2003).

O HAP € um processo continuo que utiliza um homogeneizador de alta pressdo, onde o
alimento € bombeado por dois intensificadores de pressdo, sendo forcado a fluir através de uma
valvula de homogeneizacdo. Isto produz uma velocidade muito elevada na passagem pelo
orificio, com posterior expansado, resultando na ruptura de células de microrganismos e causando

minimas alteragdes no alimento (CAMPOS et al. 2003).
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Na APH, os alimentos sélidos, viscosos ou particulados, embalados ou ndo, sdo
submetidos a pressdes entre 100 e 1000MPa, em processos descontinuos (em batelada), semi-
continuos e continuos. O processo em batelada € o mais simples e se faz em equipamentos
industriais com capacidade de 10 a 500 litros. Esta pressuriza¢do pode ser direta ou indireta. No
processo direto (bulk processing), o préprio alimento € o meio de pressurizacdo. Na pressurizagao
indireta (in-contanier) o alimento € previamente embalado e existe um meio pressurizado (ex.
agua, dgua/etanol, dgua/6leo) que € responsdvel por transferir a pressdo gerada na camara de
compressao para o alimento (PFLANZER et al., 2008).

No processo semi-continuo se utiliza vdarios recipientes de pressdo em sequéncia,
enquanto alguns estdo em pressdo constante, outros estdo sendo pressurizados, carregados ou
descarregados, reduzindo o tempo de processo (PFLANZER et al., 2008).

O processo continuo pode ser utilizado apenas para alimentos liquidos, pelo fato do
equipamento ser composto por tubos ou recipientes de reten¢do que promovem um tempo de
pressurizacdo, e logo apds, o alimento € acondicionado em tanques estéreis para posterior
embalagem (MERTENS e DEPLACE, 1993).

A efetiva conservacdo dos alimentos tem sido reportada com aplicagdes de APH em
combinacdes com diferentes pH (RASO e CANOVAS, 2003; ROSS et al., 2003), campo elétrico
pulsante (HUANG et al., 2006; TOEPFL et al., 2006), CO, (BERNHARDT et al., 1988;
SPILIMBERGO et al., 2002), aditivos (SANCHEZ—MORENO et al., 2004), e ultrassom
(CORRALES et al., 2008). No entanto, a eficicia da APH na preservacdo da qualidade e da
seguranca do alimento ndo € apenas influenciada por processos combinados ou por fatores
extrinsecos, tais como o tempo de processo (de poucos segundos a mais de 50 minutos), o

intervalo de pressurizacdo/descompressdo, relacdo pressdo/temperatura (100 a 800MPa/0 a
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100°C), mas por fatores intrinsecos aos alimentos como composi¢ao da matriz, atividade de dgua
(aa), pH e estado fisiolégico dos microrganismos contaminantes (DEVLIEGHERE et al., 2004;
OEY et al., 2008; WOLBANG et al., 2008).

Durante a compressdo, ocorre um incremento na temperatura inicial do alimento,
chamado de aquecimento adiabatico. Em alimentos aquosos, este acréscimo € de 3-4°C para cada
100MPa de pressdao exercida, podendo variar com o pH da matriz e em funcdo da elevagao da
pressao (BUTZ et al., 2002; XI, 2006; RASTOGI et al., 2007). A temperatura atingida durante a
compressao ¢ dependente da temperatura inicial do alimento, da taxa de compressdo, do nivel de
pressao atingido e da composi¢cao do alimento (MATSER et al., 2004; OEY et al., 2008). Em
alimentos que possuem uma significativa quantidade de gordura, como as manteigas e cremes de
leite, o aquecimento adiabdtico pode chegar a 8-9°C/100MPa (RASANAYAGAM et al., 2003).
Em suco de laranja (cultivar Valencia) pressurizado a 500MPa, o aquecimento ocorrido na
camara de compressao resultou em alteracdes quimicas no suco durante a estocagem a 4 e 8°C,
que afetaram seus atributos sensoriais (PARISH, 1998). Em escala industrial, esta variacdo na
temperatura apds a compressdo pode implicar na permanéncia do produto em elevada
temperatura, que pode favorecer a oxidacdo (OTERO e SANZ, 2003).

O estabelecimento dos pardmetros tecnoldgicos do processo (pressdo hidrostatica,
temperatura e tempo), o tipo de embalagem e as condi¢des de armazenamento vao determinar o
tempo de vida de prateleira (vida ttil) do alimento pressurizado (VAN DER PLANCKEN et al.,
2008). Devido ao seu limitado efeito sobre as ligagdes covalentes, pouco se sabe até o momento
sobre as possiveis reacdes quimicas dos compostos de baixa massa molecular das matrizes
alimentares submetidas a altas pressdes, geralmente em meio aquoso (BUTZ e TAUSCHER,

2002; OEY et al., 2008). Logo, investigacdes dos efeitos da APH na estabilidade e isomerizacao
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dos carotendides parecem ser necessdrias, principalmente quando comparados com produtos

obtidos por processos convencionais (SCHIEBER e CARLE, 2005).

3. RETENCAO DE CAROTENOIDES EM FRUTAS SUBMETIDAS A ALTA PRESSAO
HIDROSTATICA.

Os parametros técnicos e os resultados principais na retencdo de carotendides em frutas
processadas sob APH sdo apresentados Tabela 1. A pressuriza¢do variou de 50 a 800MPa numa
amplitude térmica de 4 a 60°C e num intervalo de tempo de 1 a 60 minutos.

Em suco de laranja (cultivar Valencia late), DE ANCOS et al. (2002) observaram um
aumento significativo nos teores dos carotendides totais nas pressdes de 100 e 300MPa, elevando
em 23 e 43%, respectivamente. Resultado semelhante foi obtido por SANCHES-MORENO et al.
(2003) em suco da mesma cultivar de laranja, onde a pressurizacdo elevou a extractabilidade dos
carotendides com valores maiores a 400MPa/40°C/1minuto. Em suco misto de laranja, cenoura e
lim3o submetido a pressurizacdo a 500 e 800MPa, os teores de a-caroteno e [B-caroteno ndo
foram afetados (FERNANDEZ—GARCIA e BUTZ., 2001).

Em suco misto de macga e brécolis pressurizado a SO0MPa/5°C por 10 minutos, HOUSKA
et, al. (2006) verificaram que os baixos teores de carotenos ndo foram afetados, nem durante a
estocagem do suco por até 34 dias.

Em pesquisa realizada com polpa de duas cultivares de caqui, a APH entre 50 e 400MPa
por 15 minutos a 25°C elevou as concentragdes dos carotendides entre 9 € 27% (DE ANCOS et

al. (2000).Esta elevacao foi atribuida a maior extractabilidade exercida pela pressurizacgao.
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Tabela 1. Parametros técnicos e resultados principais em frutas processadas por APH.

Alimento Carotendide Pressdo (MPa)/  Tempo Resultados principais Referéncia
Temperatura(°C)  (min) bibliografica
Suco de laranja Carotendides Totais 50; 100; 200; 2,5 Nas pressdes de 100 e 350 MPa, houve um aumento  De Ancos et al.,
(cultivar Valencia a-caroteno 350/30 e 60 5,0 significativo nos teores dos carotendides totais, 2002
late) [-caroteno 15,0 chegando a 23 e 43%, respectivamente. A 50 e
Zeaxantina 200MPa ndo houve mudangas significativas no total
Luteina de carotendides e nem nos teores individuais.
B-criptoxantina
Suco de laranja B-criptoxantina 100/60 5,0 Houve aumento no total de carotendides a Sanchez-Moreno et
(cultivar Valencia Zeaxantina 400MPa/40°C/minuto al., 2003
P 350/30 2,5
late) Luteina
B-caroteno 400/40 1,0
Suco de laranja limao o-caroteno 500; 800/4 5,0 A concentrac¢do dos carotendides ndo foi afetada entre Ferndndez Garcia e
€ cenoura B-caroteno 500 e 800MPa. Butz, 2001
Suco de maga + Carotenos Totais 500/5 10,0  Os teores de carotenos foram muito baixos e nao Houska et al.,
brécolis foram observadas perdas durante a estocagem 2006
Polpa de caqui Carotenodides Totais 50; 150; 300; 15,0 APH de 50 até 400MPa aumentou os teores dos De Ancos et al.,
(cultivar Rojo Violaxantina 400/25 carotendides entre 9 e 27%, atribuindo-se a maior 2000
Brilhante e Sharon) Neoxantina extractabilidade.
Zeaxantina
Luteina
Anteraxantina
B-criptoxantina
B-caroteno
Meldo minimamente B-caroteno 600/Temp. 10,0  Para as trés cultivares, houve aumento  Wolbang et al.,
processado (cultivar ambiente. significativo do [-caroteno nas amostras submetidas 2008

Northem Sky,
Southern Cross e
Chantele)

a APH.
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Em meldo cortado em pedacos, embalados e submetidos a 600MPa por 110 minutos na
temperatura ambiente, WOLBANG ef al. (2008) analisaram os teores de P-caroteno em trés
cultivares e verificaram que houve uma manutencao do caroteno nas amostras submetidas a APH,

em comparagdo com aquelas ndo pressurizadas.

4. RETENCAO DE CAROTENOIDES EM HORTALICAS SUBMETIDAS A ALTA
PRESSAO HIDROSTATICA.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados principais de pesquisas de APH em hortaligas.
Os parametros técnicos adotados variaram de 100 a 800MPa, numa temperatura inicial de 20 a
90°C e em intervalos de tempos de 1 a 60 minutos.

Em tomate in natura, a APH nio alterou as concentracdes do B-caroteno e do licopeno,
nem promoveu a formacdo de cis-isomeros. Em vegetais integros (cenoura, brécolis e feijao
verde), embalados a vacuo e submetidos a 400 e 600MPa por 2 minutos na temperatura ambiente,
MCcINERNEY et al. (2007) ndao observaram nenhum efeito da APH sobre os carotendides.

Os trabalhos realizados com polpa de tomate sob APH utilizaram temperatura ambiente (20 a
25°C), exceto para a pesquisa de KREBBERS et al. (2003), no qual a APH foi combinada com
tratamento térmico. Nas temperaturas de 80 e 90°C a 700MPa, o total de licopeno ndo foi
afetado. No entanto, a 500MPa/20°C os autores observaram um significativo acréscimo no teor
de licopeno na polpa de tomate. Esta elevacdo no teor do licopeno também foi observada por
SANCHES-MORENO et al. (2006), QIU et al. (2006) e por PATRAS et al. (2009) numa pressao
de 600MPa. Nesta mesma pressio e com tempo de pressurizagio de 60 minutos, FERNANDEZ-
GARCIA et al. (2001) ndo perceberam mudancas nos niveis do licopeno e do B-caroteno em

relacdo as amostras controle.
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Tabela 2. Parametros técnicos e resultados principais da tecnologia de APH em hortalicas.

Alimento Carotendide Pressao (MPa)/ Tempo Resultados principais Referéncia
Temperatura(°C)  (min) bibliografica
Tomate in natura B-caroteno Licopeno 600/25 60,0 Nao foram observadas mudancas nas concentracdes, Butz et al., 2002
nem a formacao de cis-isdbmeros
Polpa de tomate B-caroteno 300; 600/20 10,0 A 600MPa/60min ndo houve mudancas nas Ferndndez Garcia
. 60,0  concentragdes dos dois carotendides em relacdo ao etal., 2001
Licopeno ~ . .
controle, ndo sendo detectado epoxi-carotendides
Polpa de tomate Licopeno 300; 500; 700/20 2,0 Nas temperaturas de 80 e 90°C a APH de 700MPa nao  Krebbers ef al.,
700/30 ¢ 90 1.0a afetqu o t.otall de llc?pgno. A SOOMPa/.ZO C observou-se 2003
300 Um significativo acréscimo no teor de licopeno.
Polpa de tomate Carotenoides totais 400725 15,0  As amostras pressurizadas apresentaram os maiores Sanchez-Moreno et
) . teores de carotendéides em relacdo aos demais al., 2006
Luteina, Licopeno, - T .
tratamentos, com elevagdo significativa e seletiva da
Epdxi-licopeno, luteina (71%); epoxi-licopeno (78%); licopeno (49%);
y-caroteno, - y-caroteno (82%); e o B-caroteno (36%).
caroteno
Polpa de tomate Licopeno 100; 200; 300; 12,0  Pequeno acréscimo na concentracdo do licopeno com a  Qiu et al., 2006
400; 500; 600/20 elevacdo da pressao até 600MPa, em relacdo as amostras
ndo pressurizadas.
Polpa de tomate Carotendides totais ~ 400; 500; 600/20 150 A 400MPa houve um pequeno e significativo Patras et al., 2009
decréscimo nos carotendides totais. A 600MPa houve
um incremento significativo na concentracdo dos
carotendides totais em relaciio a amostra controle.
Suco de tomate Carotendides totais 100; 200; 300; 4,0 APH acima de 300MPa (4 e 25°C) elevou os Hsu, 2008
Licopeno 400; 500/50 25,0  carotendides totais (62%) e o licopeno (56%), com
50,0  reducgdo a 50°C.
Suco de tomate Carotendides totais ~ 300; 400; 500/25 10,0  APH elevou os carotendides totais (62%) e do licopeno Hsu et al., 2008

Licopeno

(60%).
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Tabela 2. Parametros técnicos e resultados principais da tecnologia de APH em hortalicas (continuacao).

Alimento Carotendide Pressdao (MPa)/ Temp Resultados principais Referéncia
Temperatura(® o bibliografica
O (min)
Tomate (rejeitos Licopeno 100; 200; 300; 1,0; O teor de licopeno aumentou significativamente até Xi, 2006
industriais) 400; 500; 600/  2,0; 500MPa ndo havendo acréscimo significativo entre 500-
Tempertura 3,0; 600MPa, nem com a elevacdo do tempo de 1 a 10min.
ambiente 4,0,
5,0;
1 >
Polpa de cenoura Carotendides totais 400; 500; 600/20 15,0 Todas as amostras processadas apresentaram teores maiores de  Patras et al., 2009
carotendides totais que aquelas ndo pressurizadas. A 600MPa
este acréscimo chegou a 58%.
Polpa de cenoura [-caroteno 300; 450; 600/75 40,0 Em todas as APH ndo houve uma redugédo significativas do f- Butz e Tauscher,
caroteno em relac@o a sua concentragdo inicial 2002
Cenoura o-caroteno 400; 600/ 2,0  Para os trés vegetais estudados, ndo houve efeito da APH sobre Mclnerney et al.,
p-caroteno Temperatura os carotendides estudados. 2007
Brocolis B-caroteno ambiente
Luteina
Feijao verde Luteina
Gazpacho Carotendides Totais 150; 300/60 15,0 A 300MPa, o B-caroteno e a luteina elevaram seus teores, mas Plaza et al., 2006

(Sopa de vegetais)

y-caroteno

f3-caroteno

Licopeno
Lutefna

ndo houve mudanca para o licopeno e o y-caroteno.
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A APH elevou os teores de carotendides totais e do licopeno em suco de tomate (HSU,
2008; HSU et al., 2008). Acima de 300MPa e a 4 e 25°C, HSU (2008) observou uma elevagao de
62% na concentracdo dos carotendides totais e de 56% no licopeno. No entanto, ao elevar a
temperatura da amostra para 50°C, houve uma redu¢ao na concentracdo dos carotendides totais e
do licopeno, comparado aos demais tratamentos de APH.

Em rejeitos industriais de tomate (peles e sementes), a elevacdo da APH até 500MPa
elevou significativamente a concentra¢do do licopeno, nao havendo acréscimo significativo entre
500 e 600MPa, nem com a elevacao do tempo de 1 para 10 minutos (XI, 2006).

Em polpa de cenoura em temperatura ambiente, PATRAS et al. (2009) observaram que a
APH elevou o teor de carotendides totais, chegando a um acréscimo de 58% a 600MPa. A
elevacdo da temperatura da polpa de cenoura para 75°C e em todas as condi¢des de APH, BUTZ
e TAUSCHER (2002) verificaram que nao houve reducdo significativa do -caroteno em relacao
a sua concentragdo inicial.

Em vegetais integros (cenoura, brdcolis e feijao), embalados a véacuo e submetidos a
400 e 600MPa por 2 minutos, na temperatura ambiente, MCINERNEY ez al. (2007) nado
observaram nenhum efeito da APH sobre o a-caroteno e o -caroteno da cenoura, o 3-caroteno e
a luteina do brdcolis e a luteina de feijao verde.

Em gazpacho (sopa Mediterrdnea), houve uma tendéncia de aumento, ndo
estatisticamente significativo, do total de carotendides a 300MPa. O B-caroteno e a luteina
elevaram suas concentracdes no gazpacho sob APH, fato este ndo observado para o y-caroteno e

o licopeno, em relacdo ao gazpacho ndo pressurizado (PLAZA et al., 2006).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Poucas sdo as pesquisas voltadas ao estudo do impacto da APH nas propriedades
funcionais dos alimentos, mais precisamente na estabilidade dos carotendides. Em geral, o
processamento por APH ndo diminuiu os teores dos carotendides em frutas e hortalicas. Houve
varios relatos de elevacdo dos niveis de carotendides, atribuida a maior extractabilidade dos
carotendides em alimentos processados sob APH. A integridade da matriz, a intensidade e o
tempo de pressurizacdo e a temperatura sao aspectos que devem ser observados nas pesquisas
com alimentos carotenogénicos submetidos a APH. O perfil de carotendides e os teores destes
nas matrizes sao fatores intrinsecos relevantes nos estudos de retencdo e estabilidade na

estocagem dos alimentos submetidos ao processamento por APH.
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RESUMO

A microfiltracdo (MF) é uma tecnologia de separagao por membranas com didmetros entre 0,1 a
10,0 um, sendo considerada uma esterilizacao a frio. Trata-se de uma tecnologia em expansao na
inddstria de sucos, com o lancamento no mercado de uma variedade de novos produtos, baseados
em sucos de frutas clarificados. Uma séria limitagdo € a formagcdo de uma camada de
entupimento dos poros das membranas (“fouling’), necessitando prévio tratamento enzimatico
das polpas e sucos de frutas. O desafio do uso da MF ¢ preservar os compostos funcionais ao
mesmo tempo em que se obtenha sucos de frutas isentos de microrganismos e enzimas.
Alimentos carotenogénicos microfiltrados tiveram seus pigmentos retidos pelas fibras e
membranas filtrantes e, portanto, a MF serve para concentrd-los no retentado. Os flavondides
apresentaram comportamento varidvel, dependendo das condicdes operacionais de MF. As perdas
da vitamina C no suco clarificado e no retentado estavam relacionadas ao tratamento enzimatico

e com 0 bombeamento (incorporag¢do do oxigénio) durante a MF.

Palavras chave: Processos ndo térmicos; microfiltracdo; carotendides; flavondides; vitamina C.
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ABSTRACT

Microfiltration (MF) is a separation technology by membranes having diameters between 0.1 to
10.0 um, which is considered a non-thermal sterilization. It is an expanding technology in the
juice industry, with a variety of products, based on clarified fruit juices, being launched in the
market. A serious limitation is the formation of a layer that clogs the pores of the membranes
(fouling), requiring previous enzymatic treatment of fruit pulps and juices. A challenge for the
use of MF is to preserve the functional compounds while obtaining fruit juices free from
microorganisms and enzymes. Microfiltered carotenogenic foods had these pigments retained by
the filtering fibers and membranes, thus microfiltration can serve to concentrate them in the
retentate. The flavonoids had variable behavior, depending on the operating conditions of MF.
Losses of vitamin C in the clarified juice and in the retentate were related to the enzymatic

treatment and pumping (incorporating oxygen) during MF.

Key words: Non-thermal technologies, microfiltration, carotenoids, flavonoids, vitamin C.
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1. INTRODUCAO

Os processos de separagdo utilizando membranas como a microfiltracio (MF), a
ultrafiltracio (UF) e a osmose inversa (OI) surgem como uma alternativa aos processos
tradicionais de processamento dos alimentos por nao envolverem mudancas de fases, nem a
necessidade de utilizar temperaturas elevadas, com menor consumo de energia € manutengao das
caracteristicas sensoriais dos produtos (SA et al., 2003; CASSANO et al., 2003; CARVALHO et
al., 2008). Estas tecnologias adquiriram grande potencial de utilizacdo pelas industrias de
alimentos e bebidas apds a descoberta de membranas assimétricas por Loeb and Souriragin na
década de 60 do século 20 (JIAO et al., 2004).

Recentemente, uma variedade de novos produtos, baseados em sucos de frutas
clarificados, estd sendo lancada no mercado. Para estes alimentos, transparéncia e
homogeneidade sdo atributos essenciais que podem ser alcangados apenas com a remocdo dos
solidos em suspensao. Alguns destes produtos sdao bebidas, como licor de acerola (NOGUEIRA e
VENTURINI FILHO, 2005), 4guas aromatizadas ou mineralizadas, chds frios com suco
clarificado, guloseimas (caldas para sorvetes), esséncias naturais, molhos de frutas translicidos,
misturas homogeneizadas de polpas de frutas, geléias de frutas e gelatinas (VAILLANT et al.,
2001).

A MF € um processo de separacdo de compostos com didmetro entre 0,1 a 10,0 pm
oriundos de suspensdes, com a passagem de liquidos através de membranas filtrantes (CHO et
al., 2003). Esta tecnologia serve para concentrar ou fracionar o liquido, obtendo-se duas fra¢des
de composi¢do distinta: a que atravessa a membrana € chamada de filtrado ou permeado e a que
permanece retida pela membrana € chamada de concentrado ou retentado (LIRA et al., 2009).

Neste processo, o fluxo da polpa de fruta submetida a pré-tratamento enzimadtico € tangencial a
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area de filtracdo, o que limita o acimulo de material fibroso préximo da membrana, permitindo
um processo continuo (DORNIER et al., 1995).

Apés o fracionamento, o suco clarificado se apresenta despectinado e com maior
estabilidade que o suco integral (GALAVERNA et al., 2008). A principal vantagem da
clarificacdo utilizando membranas de MF € a operacionalizacdo em temperatura ambiente,
evitando-se os efeitos deletérios do tratamento térmico como a carameliza¢do dos acticares € o
escurecimento nao enzimatico (CARVALHO et al., 2008), a0 mesmo tempo em que se obtém

uma fracao clarificada isenta de microrganismos contaminantes (VAILLANT et al., 1999).

2. LIMITACOES DA MICROFILTRACAO

O principal fator limitante na microfiltragao € o rapido declinio no fluxo do permeado ao
longo do processo devido ao fendmeno fouling (YOUN et al., 2004; SALAZAR et al., 2007). O
fouling é o resultado do aumento da concentracdo de solutos na superficie interna das
membranas, do entupimento de poros e também da adsor¢do de moléculas no material poroso da
membrana, contribuindo para aumentar a resisténcia da membrana a transferéncia de massa
(MAGALHAES et al., 2005; USHIKUBO er al., 2007), promovendo um declinio no fluxo do
permeado no decorrer do tempo de processo (MONDOR et al., 2000). Segundo CONSTENLA e
LOZANO (1997) este decréscimo poderia ser dividido em trés periodos, O primeiro periodo é
caracterizado por uma rdpida reducdo no fluxo do permeado, em poucos minutos. Durante o
segundo periodo (até um fator de concentragdo volumétrico igual a 3), ocorrem pequenas
variagcdes no fluxo do permeado, dependendo dos limites de separacao (“cut-off””) das membranas
filtrantes. No terceiro periodo, observa-se uma tendéncia de decréscimo linear do fluxo com a

elevagdo do fator de concentragdo.
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Em polpa de maracujd, por exemplo, a maior resisténcia ao fluxo do permeado ocorre
pelo acimulo de fragmentos da parede celular, consistindo principalmente de materiais como
protopectina, celulose, hemicelulose e lignina (VAILLANT et al., 1999). A pectina tem sido
considerada o principal contribuinte no declinio do fluxo do permeado e por causar as maiores
dificuldades durante as etapas de limpeza das membranas (CHO et al., 2003).

Pouca aten¢do tem sido dada a influéncia da composi¢do do suco na transferéncia de
massa, nas propriedades das membranas e na qualidade final do suco clarificado (LUKANIN et
al., 2003). A clarificacdo de suco com alto teor de polpa é muito tediosa por causa da alta
concentracdo de substancias na camada fouling e a elevacdo da concentracdo do retentado durante
o processo de MF. As altas concentracdes das macromoléculas na superficie interna da
membrana formam uma camada dinamica, que em alguns casos se tornam uma barreira
impermedvel. Este fendbmeno pode explicar porque as tecnologias de separacdes por membranas
nao sdo amplamente utilizadas pelas industrias de polpas e sucos (VAILLANT et al., 2001).

RAI et al. (2006) demonstraram que o fluxo do permeado de suco de laranja (cultivar
Mosambi) ndo estava diretamente relacionado a porosidade das membranas (tamanho dos poros),
mas ao crescimento e a porosidade da camada fouling sobre a superficie filtrante. LENCKI e
RIEDL (1999) ao microfiltrarem suco de maca (cultivar Red Delicious) observaram que na
camada fouling, a interacdo das pectinas, taninos e proteinas influenciou na resisténcia e no
comportamento desta camada, promovendo mudancas morfoldgicas. Concluiram que a
otimizac¢do do fluxo do permeado € obtida quando a morfologia macroscépica da camada fouling
se apresenta rigida, porém porosa. WELKE er al. (2009) observaram que houve interacdo do
substrato sélido retido na microfiltracdo de suco de ma¢a com a patulina, com redugdo de até

20% desta micotoxina no suco clarificado.

54



Medidas eficazes para amenizar o fouling nas membranas filtrantes sdo fundamentais
para viabilizar esta tecnologia. Estas medidas podem ser divididas em métodos fisicos e métodos
enzimaticos. Dentre os métodos fisicos pesquisados, o uso de MF sucessivas para remocao de
particulas em suspensdo na concentra¢do de enzimas foi estudado por LI et al. (2008). Este pré-
tratamento promoveu a redugdo de fouling, durante o processo de concentracdo de enzimas.
Outro método simples estudado por DORNIER et al. (1995) foi a elevacdo gradual na pressio
transmembrana e na velocidade de fluxo do retentado. Comparado ao método tradicional de
elevacao rapida no inicio do processo de separa¢do por membranas, os pesquisadores observaram
que em caldo de cana fresco, este método elevou o fluxo do permeado entre 13 e 26%. Porém,
sua aplicabilidade na industria canavieira € limitada pela elevacdo do tempo de processo.

O uso de infrassom pulsante foi estudado por CZEKAJ et al. (2001). Esta técnica elevou o
fluxo do permeado de vinho e cerveja em até quatro vezes, em comparacio ao fluxo tangencial
sem infrassom pulsante. Outro método pesquisado foi a inje¢ao de nitrogé€nio gasoso, aspergido
sob o vinho de abacaxi em baixo volume (fator de injecao de 0,15). Este método elevou o fluxo
do permeado em até 138%. No entanto, houve redu¢do na graduacdo alcodlica durante a MF
(YOURAVONG et al.,, 2010). A combinagdo de métodos (inversio pulsante no fluxo do
permeado, retrolavagem, modificacdo da superficie da membrana e de sua porosidade) para
amenizar o fouling foi estudada por MA et al. (2001). Os resultados indicaram que a inversao
pulsante no fluxo do permeado em combina¢do com modificacdes na superficie das membranas
foram os procedimentos mais efetivos na reducdo de fouling e elevacado do fluxo do permeado.

O uso do pré-tratamento de polpas e sucos de frutas com enzimas vem sendo muito
utilizado por ser um método eficaz, uma vez que a hidrélise enzimética eleva significativamente

o fluxo transmembrana na MF (LUKANIN er al., 2003). Este tratamento ¢é efetivo em sucos com
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baixo teor de polpa como o suco de caju, maracuja e abacaxi. No entanto, naqueles com alto teor
de polpa, a MF apresenta dificuldades devido ao baixo fluxo do permeado. Evidentemente, uma
maior acdo enzimatica é requerida, ndo somente para reduzir a viscosidade, mas para solubilizar
polissacarideos insoliveis oriundos das paredes celulares, os quais sdo retidos pela membrana
filtrante. Logo, atencdo especial deve ser dada nas formulagdes enzimadticas adequadas aos
polissacarideos em diversas polpas de frutas (VAILLANT et al., 1999).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as condi¢des de hidrélise de diversos sucos de frutas, no
pré-tratamento para a MF. As enzimas com atividades pectinoliticas foram utilizadas em quase
todas as pesquisas, sendo que em alguns casos foram estudadas em sinergismos com celulases e
hemicelulases (VAILLANT et al., 1999; CLARETO e GARCIA, 2007; CARVALHO et al.,
2008) ou com amilase (LEE et al., 2006) e apenas um caso isolado de uso de protease para
hidrolisar polpa de pitanga (ONGARATTO e VIOTTO, 2009). As concentragdes de enzimas
variaram de 0,0004 a 10%, mantidas em temperaturas de 25 a 60°C e por periodos de hidrélise de
20 a 150 minutos.

A hidrélise enzimdtica do abacaxi (cultivar Pérola) sob acdo da pectinase + celulase
resultou na reducdo da viscosidade aparente em 21%, sendo que esta diminui¢do chegou a 28%
sob ac¢do isolada da pectinase (CARVALHO et al., 2008).

No péssego, o tratamento enzimético reduziu a viscosidade em 68% e diminuiu o teor de
polpa em 48%. Estes resultados foram alcancados numa concentracdo de pectinases (Pectinex
AFPL-3) de 0,096% por 60 minutos de incubagdo a 25°C (SANTIN et al., 2008).

As enzimas produzidas por Aspergillus niger (pectina liase e pectina metilesterase) foram
as mais eficientes, resultando na completa clarificacio do suco de macd, em 90 minutos

(MANTOVANI et al., 2005). Para este mesmo suco (cultivar Red Delicious), a acdo conjunta de
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Tabela 1.

Hidrdélise enzimatica em sucos de frutas, no pré-tratamento para microfiltragao.

Fruta Enzima Concentracdo  Temperatura ~ Tempo (min) Resultados principais Referéncia

da enzima (%) (°C) bibliogrifica

Abacaxi Pectinase 0,01 €0,03 30,0 30,0e90,0 Redugdo da viscosidade aparente no CARVALHO et

(cultivar . suco de abacaxi em 28% sob agdo da al., 2008

Pérola) Pectinase + celulase 0,02+0,5 30,0 75,0 pectinase e em 21% em conjunto com
a celulase.

Banana Amilase 0,02 60,0 60,0 Condigdes otimas na clarificacdo do LEE et al., 2006

(cultivar . suco de banana foram: 0,084% de

Berangan) Pectinase 0,01-0,1 30,0-50,0 30,0-120,0  pectinase a 43°C tempo de incubagiio
de 80 minutos.
Carambola Pectinase, 0,01-0,1 30,0-50,0 20,0-100,0 Condig¢des 6timas de hidrélise: 0,1% ABDULLAH et
B-galacturonase das enzimas a 30°C por 20 minutos al., 2007
de incubagao.

Goiaba Pectinases, 0,005-0,025 40,0 30,0-90,0 A utilizacdo de 5mg/100g da enzima CLARETO e

(cultivar hemicelulases e por 30 minutos de incubacdo foi GARCIA, 2007

Paluma) celulases considerada adequada para o pré-
tratamento da polpa de goiaba para
MF.

Laranja Pectinase 0,0004-0,0014 32,0-49,0 40,0-141,0  Melhores condicdes de hidrdlise do RAl et al., 2004

(cultivar suco de laranja foram: 0,0004% da

Mosambi) enzima na temperatura de 42°C num
periodo de 99 minutos.
Maca Pectina liase 10,0 40,0 90,0 As enzimas produzidas por MANTOVANI
Pectina metilesterase Aspergillus niger - pectina liase e et al., 2005
Pectinase pectina metilesterase - foram as mais
eficientes, resultando na completa
clarificagdo do suco de mag¢a em 90
minutos.
Manga Petinex 3XL 0,005-0,095 25,0-60,0 30,0-150,0 A minima viscosidade aparente da BHATTACHARY
(Pectinases) polpa de manga foi alcancada na  Aeral., 1998
concentracdo enzimdtica de 0,1%,
temperatura de 41°C por 77 minutos.
Maracuja Cytolase 0,0-0,1 36,0 60,0 As melhores filtracdes do suco de  VAILLANT et
Rapidase Press maracujd foram obtidas apds a al., 1999
Rapidase Liq* hidrélise com as enzimas comerciais
Rapidase Pomaliq 2F Rapidase Pomaliq 2F e Rapidade
Ultrazym 100G Lig*, com atividades pectinoliticas e
celuloliticas em sinergismo.
Péssego Pectinex AFPL-3 0,024-0,096 25,0e45,0 30,0-150,0 A maior reducdo no teor de polpa SANTIN eral.,
(Pectinases) (48%) e na viscosidade (68%) foi 2008
obtida a 25°C por 60 minutos, com
0,1% da enzima.

Pitanga Protease 3,13 60,0 120,0 O tratamento enzimatico melhorou 0 ONGARATTO e
fluxo do permeado, mas ocasionou VIOTTO, 2009
perdas  sensoriais nos  produtos
obtidos.

Sapoti Pectinex 3X L 0,03-0,1 30,0-50,0 30,0-120,0 As condi¢des otimizadas da hidrélise ~ SIN et al., 2006

(Transeliminase, do suco de sapoti foram 0,1% de
poligalacturonase e enzima, incubada a 40,0C por 120
pectina esterase) minutos.
Tamarindo Pectinex Ultra SP-L 0,0e 0,01 35,0 60,0 Reducdo de 58% no teor de pectina WATANABE e
(Poligalacturonase) pela acdo da enzima a 0,01%, VIOTTO, 2007
resultando no maior fluxo do
permeado (114 kg/m’h).
Umbu Pectinex Ultra SP-L. 0,0; 0,005 e 35,0 60,0 O fluxo do permeado aumentou com  USHIKUBO e
(Poligalacturonase) 0,01 elevagdo da concentracdo da enzima VIOTTO, 2006

(0,01%), principalmente na pressdo
transmembrana de 1,1bar.
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poligalacturonase, pectina liase e pectina esterase formou muitos flocos de gel na camada fouling,
camada esta rica em macroporosidades, mas baixa em microporosidades (YU e LENCKI, 2004).

Escolher uma membrana com poros maiores ndo significa necessariamente a obtencao de
melhores fluxos, pois as particulas do soluto podem ter a mesma ordem de grandeza dos poros da
membrana (ONGARATTO e VIOTTO, 2009).

Acdo das enzimas comerciais Rapidase Pomaliq 2F e Rapidase Liq*, em atividades
pectinoliticas e celuloliticas em sinergismo, resultou na melhor filtracdo do suco de maracuja
(VAILLANT et al., 1999). O uso de poligalacturonase comercial (Pectinex Ultra SP-L a 0,01%)
em tamarindo reduziu o teor de pectina em 58% e aumentou o fluxo do permeado a 114Kg/m’h
(WATANABE e VIOTTO, 2007). Em umbu, a acdo da mesma enzima a 1,1bar de pressdo
elevou a permeacao do suco (USHIKUBO e VIOTTO, 2006).

Nas outras frutas estudadas (banana, carambola, goiaba, laranja, manga, e sapoti) as
condic¢des 6timas de hidrélise demonstraram que para cada fruta hd uma concentracao ideal da(s)
enzima(s), uma faixa de temperatura 6tima e um tempo de hidrélise enzimédtica adequada para se
reduzir a viscosidade aparente da polpa, melhorando o fluxo do permeado e o rendimento na
obtencdo do suco clarificado. Nestes estudos de hidrélise (BHATTACHARYA et al., 1998; RAI
et al., 2004; LEE et al., 2006; SIN et al., 2006; ABDULLAH et al., 2007; CLARETO e
GARCIA, 2007) se atribui a acdo catalitica tio somente as enzimas adicionadas nas polpas e
sucos de frutas. No entanto, ndo se pode negligenciar a atuacdo das enzimas nativas e
descompartimentalizadas durante o processo de despolpamento. Uma vez que os sistemas
enzimaticos nativos ndo sdo inativados, atividades enzimadticas antagdnicas ou sinergisticas
podem ocorrer dependendo da espécie e da cultivar frutifera pesquisada, bem como de fatores

como a temperatura, o pH e presenca de inibidores/ativadores enzimdticos durante a hidrolise.
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O emprego da hidrélise enzimética no pré-tratamento de polpa de frutas nao sé melhora o
fluxo do permeado e o desempenho da microfiltracao, como facilita a liberacdo dos constituintes
intracelulares, sendo um método auxiliar na extracdo de varios tipos de compostos de interesse

(CHOUDHARI e ANANTHANARAY AN, 2007).

3. RETENCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS NA MICROFILTRACAO DE
ALIMENTOS

O uso da MF na clarifica¢do de suco e na esterilizacao a frio, eliminando microrganismos
e enzimas, tem sido um dos principais objetivos da pesquisa e da industria de alimentos. Nos
ultimos anos, entretanto, os pesquisadores véem se preocupando com os efeitos desta tecnologia
nos compostos bioativos dos alimentos funcionais. Os processos de separacdes por membranas
tanto podem ser usados para a clarificacdo dos sucos, como para concentracdo da polpa no
rententado (USHIKUBO et al., 2007). Logo, a migracdo dos ingredientes ativos para a fase
aquosa (clarificado) ou sua afinidade pelo material fibroso (retentado) pode variar com a matriz
alimentar, com a natureza dos compostos de interesse € com o0s parametros tecnoldgicos
empregados na microfiltracdo.

Conforme pode ser visto na Tabela 2, a vitamina C foi o composto funcional mais
estudado em MF. Em suco de acerola, o mais alto fluxo de permeacdo do suco e do &cido
ascorbico se deu a 40°C (WANG et al., 2005). A 30°C nao foi detectada a perda desta vitamina
apos o processo de clarificacdo do suco de acerola (MATTA et al., 2004a). No entanto, com a
elevacdo da pressdao transmembrana para 1,2 bar, MATTA et al. (2004b) observaram reducao na

concentracdo de 4cido ascorbico durante a microfiltracdo, sendo estas perdas relacionadas ao
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Tabela 2. Parametros técnicos e resultados principais da tecnologia de microfiltragdo nos compostos bioativos em alimentos funcionais.

Alimento Composto Tamanho  Areade  Temperatura Pressdo Resultados principais Referéncia
bioativo de Poro  permeagdo (°C) transmembrana bibliografica
(wm) (m’) (bar)
. L No retentado, as perdas aumentaram de 6 a 18%, quando a temperatura
Suco de laranja Vitamina C 0,1 0,005 20, 25, 30, 2,5 elevou de 20°C para 35°C. No permeado estas perdas foram de 10 a VENTURINI
35 19%. FILHO et al., 2003
Suco de acerola Vitamina C 0,30 0,05 30,0 1,0 Naio foi detectada perda de vitamina C apds o processo de clarificagdo MATTA et al.,
do suco de acerola 2004a
L A reducdo na concentracdo de 4cido ascérbico durante a MF foi
Suco de acerola Vitamina C 0,30 NC NC 12 atribuida a sua possivel oxidacdo, relacionada ao desenho inadequado =~ MATTA et al.,
do sistema piloto, que induz a formacdo de vértex (movimento 2004b
circular) no tanque de alimentagdo do sistema.
Suco de acerola Acido 0,14 0,1 10, 20, 30, 2,0 O mais alto fluxo de permeacdo do suco e do acido ascorbico se deu a WANG et al., 2005
ascorbico 40 40°C.
Suco de maca Vitamina C 0,1 0,07 95,0 0,5-3,0 A MF do suco de maga nio degradou a vitamina C no permeado. YOUN et al., 2004
. L A reducdo no teor de dcido ascorbico no suco clarificado foi causada
Suco de caju Vitamina C 0,30 0,05 30,0 0.2 pela aeracdo durante a MF. Na estocagem a 4°C por um més, 82% da CAMPOS et al.,
vitamina foi preservada. 2002
. L As perdas de vitamina C no suco clarificado foram atribuidas as
Suco de caju Vitamina C 0,30 0,05 30,0 22 diluicdes (dgua na tubulacdo — volume morto) e oxidagdo durante o CIANCI et al.,
bombeamento. 2005
. L O suco de caju, pré-tratado e microfiltrado, apresentou teores de
Suco de caju Vitamina C 0,20 0,02 40,0 L5 vitamina C significativamente menores no permeado e no retentado em BOMBONATI e
Miricetina relacdo ao suco original. Os teores de miricetina e quercetina no suco RODRIGUEZ-
clarificado nao deferiram significativamente ao do suco inicial, sendo AMAYA, 2009
Quercetina os maiores valores observados no retentado.
~ A As perdas de vitamina C chegaram a 7% no permeado e 33% no
Suco de meldo Vlta_mmaiC 0,20 0,24 350 L5 retentado. Para os polifendis estas perdas foram de 19% no suco VAILLANT et al.,
(cultivar Polifendis permeado e de 57% no retentado. Nao foi observada a permeagdo do 2005
Veracruz) p-Caroteno B-caroteno, nem sua isomerizag¢@o ou oxidagdo no retentado.
. . No permeado, houve perdas acentuadas de dcido ascérbico pelo
Polpa de pitanga  Ac. Ascérbico 0,15¢ 0,01 60,0 2,0 contato direto com ar durante a MF. Ndo houve permeacdo de ONGARATTO e
Carot. totais 0,20 carotenéides pelas membranas. VIOTTO, 2009
. . Na MF da polpa de goiaba pré-tratada e microfiltrada, o licopeno ndo
Polpa de goiaba Licopeno 0,20 0,02 20, 25, 30, 1,5-2,9 permeou, ficando 100% no retentado. O maior aumento da CLARETO e
(cultivar Paluma) 35e40 concentracdo do licopeno retido foi verificado a 30°C e na pressio ~ GARCIA, 2007
transmembrana de 2,9bares.
. . Os pigmentos (carotendides) responsdveis pela cor do suco foram p
Suco de abacaxi Pigmentos 0,03 0,05 NC 2,0 retidos pela membrana. SA et al., 2003
(carotendides)
.. . Para todos os parametros analisados, ndo houve diferengas entre o
Suco de maracujd Pigmentos 0.2 0.2 350 25 retentado e o permeado exceto na cor, uma vez que os carotenéides YERA et al., 2009
(carotendides) ndo permearam.
. . No permeado, as concentragdes das flavonas (apigenina e luteonina) se
Hortahga'folhosa Aplgen_ma 0,20 0,304 20,0 0,6 mantiveram, mas elevou a da antocianina (cianidina), em relacdo ao MENG et al., 2006
(Perilla Luteonina extrato aquoso Cru.
frutescens) Cianidinas
. . No retentado, houve reducdo de 57% dos polifendis e de flavonéides.
Casca de laranja Polifendis 0,20 0.1 25,0 1.0 O teor de carotendides reduziu 33%, apés 6 filtrages com solugio de ~ CHO er al., 2003
(cultivar Flavondides NaOH.
Mandarin) Carotendides

MF Microfiltra¢do; NC Nao Citado.
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desenho inadequado do sistema piloto, que induziu a formagao de vértex (turbuléncia) no tanque
de alimentagdo do sistema.

Em suco de laranja, o teor de vitamina C caiu com o aumento da temperatura. No
retentado, estas perdas chegaram de 6 a 18%, quando a temperatura elevou de 20 para 35°C. No
permeado estas perdas foram de 10 a 19% (VENTURINI FILHO et al., 2003).

No suco de caju hidrolisado, os teores de vitamina C foram significativamente menores no
permeado e no retentado em relagdo ao suco original (BOMBONATI e RODRIGUEZ-AMAYA,
2009). Estas perdas, segundo os autores, podem ser justificadas pela interacao dos componentes
da polpa com a membrana e pela incorporacio de oxigénio a polpa durante MF.

A reducido no teor de vitamina C no suco clarificado de caju pré-tratado com enzimas foi
também observada por CAMPOS et al. (2002) e CIANCI et al. (2005), possivelmente causada
por dilui¢des (dgua na tubulacdo — volume morto) e oxidacdes durante o bombeamento e pela
aeracdo durante a MF. No entanto, na estocagem do suco clarificado a 4°C por um meés, cerca de
82% da vitamina C permeada foi preservada.

Em suco de melao (cultivar Veracruz), as perdas de vitamina C chegaram a 7% no
permeado e a 33% no retentado (VAILLANT et al., 2005).

No permeado de polpa de pitanga houve perdas acentuadas de 4cido ascorbico pelo
contato direto com o ar durante a MF (ONGARATTO e VIOTTO, 2009). No suco de maca, no
entanto, a MF ndo promoveu a degradacdo da vitamina C no permeado (YOUN et al., 2004).
Estas pesquisas indicam que a retenc¢do da vitamina C no suco clarificado por MF variou entre as
matrizes alimentares € com o tempo e a temperatura de hidrélise enzimética empregados, bem
como pelo grau de exposi¢cdo da vitamina C ao oxigé€nio atmosférico durante o bombeamento do

retentado nos sistemas de microfiltracdo utilizados.
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Na casca de laranja (cultivar Mandarin) microfiltrada, foi constatada uma reducdo na
concentracao dos polifendis de 57% no retentado (CHO et al., 2003). No suco de meldo as perdas
de polifendis foram de 19% no suco clarificado e de 57% no retentado. (VAILLANT et al.,
2005).

Em extrato aquoso de Perilla frutescens (hortalica folhosa bastante consumida em paises
orientais), as concentragdes de flavonas (apigenina e luteonina) se mantiveram no retentado, mas
elevou a da antocianina cianidina, em relacdo ao extrato aquoso cru (MENG et al., 2006). Em
suco de caju, os teores de flavondis (miricetrina e quercetina) no suco clarificado nao diferiram
significativamente em comparac¢io aos do suco inicial, sendo os maiores valores observados no
retentado (BOMBONATI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2009).

A concentragdo de sucos ¢ tradicionalmente realizada através do uso de temperaturas
elevadas por tempo prolongado, que promovem perdas de compostos funcionais termossensiveis.
Os processos utilizando membranas surgem como uma alternativa aos processos convencionais
de concentracdo (SA et al., 2003). Em polpa de goiaba pré-tratada CLARETO e GARCIA (2007)
relataram 100% de reteng@o do licopeno na membrana, sendo a maior concentracio verificada a
30°C e na pressdo transmembrana de 2,9bares. Em suco de abacaxi (SA et al.,, 2003) e de
maracujd (VERA et al., 2009) e em polpa de pitanga (ONGARATTO e VIOTTO, 2009) os
carotendides foram também concentrados no retentado. O B-caroteno encontrado no suco de

meldao foi retido, e ndo sendo observado sua isomerizagdo nem oxidacdo no retentado

(VAILLANT e al., 2005).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As microfiltragdes de sucos e polpas de frutas promoveram perdas de vitamina C,
principalmente relacionadas a exposicdo ao oxigénio, durante o bombeamento. Para os

flavond6ides houve uma tendéncia de maiores concentragdes no retentado.

Estas pesquisas demonstraram que em todos os alimentos carotenogénicos estudados,
estes pigmentos foram retidos pelas fibras e membranas filtrantes e, portanto, a MF serve para
concentra-los. O retentado, porém, concentra também os microrganismos € as enzimas que
devem ser inativados. Portanto, novas pesquisas de aplicagdes da tecnologia de microfiltracdo de
sucos e polpas de frutas devem focar ndo somente a obtengdo de sucos clarificados e isentos de
enzimas e microrganismos, mas no aproveitamento desta tecnologia para a concentracdo de
compostos como os carotendides. Neste caso a MF deve ser combinada com outro processo,
provavelmente um tratamento térmico, para inativar enzimas € microrganismos no retentado, sem

degradacdo significativa da substincia de interesse.
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RESUMO

O Brasil apresenta grande diversidade de ecossistemas com uma flora rica em compostos
bioativos. A pitanga (Eugenia uniflora L.) € uma fruta nativa brasileira e fonte dos carotendides
licopeno, [-criptoxantina, rubixantina, luteina e [-caroteno e dos flavondides miricetina,
quercetina e kaempferol. A microencapsulacao por spray drying da polpa de pitanga foi realizada
para avaliar simultaneamente os efeitos da temperatura de entrada e da relagdao polpa:material de
parede (maltodextrina, amido modificado ou goma ardbica) na reten¢do de carotendides e
flavondides. Na otimizacdo das condi¢gdes de processo, a temperatura de secagem de 150°C foi a
que promoveu a melhor retencdo dos carotendides e dos flavondides da polpa de pitanga, numa
propor¢ao de 25% de polpa e 75% de material de parede. A goma ardbica apresentou a melhor

eficiéncia da microencapsulacdo e promoveu a maior retengao.

Palavras chave: Pitanga; microencapsul¢do; carotendides; flavondides.
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ABSTRACT

Brazil has great ecosystem diversity with a flora rich in bioactive compounds. Pitanga (Eugenia
uniflora L.) is a native Brazilian fruit, which is a source of the carotenoids lycopene, -
cryptoxanthin, rubixanthin, lutein and B-carotene, and of the flavonoids myricetin, quercetin and
kaempferol. Microencapsulation by spray drying of the pitanga pulp was carried out to
simultaneously evaluate the effects of the inlet temperature and the ratio pulp:wall material
(maltodextrin, modified starch or gum Arabic) in carotenoids and flavonoids retentions. In the
optimization of the process conditions, a drying temperature of 150°C promoted the best retention
of carotenoids and flavonoids of the pitanga pulp, at a proportion of 25% pulp and 75% wall

material. Gum Arabic had better microencapsulation efficiency and promoted greater retention.

Key words: Pitanga, microencapsulation, carotenoids, flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia da microencapsulag¢do tem sido amplamente usada na industria farmacéutica
na protecdo de principios ativos, com numerosas aplicacdes. Em alimentos, o seu uso é recente,
mas os estudos estdo avangados em relacdo aos compostos responsdveis pelos aromas, mas ainda
limitados em termos de pigmentos naturais e fitoquimicos bioativos.

Nos ultimos anos, com o aumento da demanda por parte dos consumidores de alimentos
fontes de substancias bioativas, cresceu o interesse da indudstria por formulagdes ricas nestes
compostos. Dentre estes, os carotendides e os flavondides sdo exemplos de fitoquimicos
antioxidantes capazes de sequestrar oxigénio singleto, reagir com radicais livres e atuar como
quelantes de metais (TERAO e PISKULA, 1999; PRIOR e CAO, 2000; KRINSKY, 2001;
POLYAKOV et al., 2001; KRINSKY e YEUM, 2003) e assim associados ao baixo risco de
doencas cardiovasculares (HERTOG et al., 1995; YOCHUM et al., 1999; D'ODORICO et al.,
2000), alguns tipos de cancer (KNEKT et al., 1997; NEUHOUSER, 2004; HUNG et al., 2006;
KIM et al., 2007) e no caso dos carotendides, degeneracdo macular e catarata (RICHER et al.,
2004).

Entre os métodos utilizados na microencapsulagdo, a secagem por spray drying é
um dos mais bem conhecidos ¢ economicamente vidveis (WAGNER e WARTHESEN, 1995).
Esta técnica se baseia na preparacdo de uma solucdo/emulsao/dispersdo com uma fase dispersa
(material a ser microencapsulado) e uma fase continua (material de parede). A dgua é evaporada
no spray drying e os polimeros encapsulantes formam uma matriz seca que envolve o material de
recheio (BEATUS et al., 1985). Usando apropriado material de parede, os compostos
microencapsulados podem ser protegidos da deterioragdo causada por condi¢des ambientais

adversas, tais como luz, umidade e oxigénio (AHN et al., 2008). O aquecimento e a exposi¢do a
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luz durante o processo de secagem por spray dryng limitam o uso desta tecnologia em produtos
termossensiveis (GHARSALLAOUI et al., 2007). Outra limitacdo na aplicacio de
microencapsulacdo para fins alimentares € o nimero restrito de materiais de parede que podem
ser usados (DESAI e PARK, 2005; GHARSALLAOUI et al., 2007). Uma vez que os alimentos
sdao predominantemente aquosos, 0s agentes microencapsulantes devem apresentar certo grau de
solubilidade neste meio (GOUIN, 2004). Materiais de parede como gomas, amidos modificados,
pectinas, maltodextrina, e proteinas de soro de leite vém sendo pesquisados (DIOSADY et al,
2002; O'BRIEN et al, 2003; SOOTTITANTAWAT et al, 2005; DRUSCH, 2007; LOKSUWAN,
2007; KSHIRSAGAR e SINGHAL, 2008) por serem de grau alimenticio, ndo serem reativos
com o material de recheio e serem de facil aquisic@o e de baixo custo.

O Brasil apresenta grande diversidade de ecossistemas que disponibilizam uma flora rica
em compostos bioativos promotores da saide humana. A pitangueira (Eugenia uniflora L.) € uma
planta tipica brasileira, que cresce em regides de clima tropical e subtropical, sendo encontrada
desde as Guianas ¢ se estendendo até o estado de Sdao Paulo-BR (SILVA, 2006). Por ser um fruto
sazonal e de elevada perecibilidade (sujeito a injurias mecanicas, deterioragdo fisioldgica, perda
de dgua e podriddo), sua comercializagdo se dd proxima das regides produtoras ou na forma de
polpa congelada (SANTOS et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que esta fruta contém diferentes classes de compostos como os
carotendides (LIMA et al, 2002; PORCU e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; AZEVEDO-
MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004), os flavonéides (HOFFMANN-RIBANI e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2009), vitamina C e fibras (FREYRE et al., 2000), que sdo substancias
funcionais que podem ter forte associacdo com a redug¢do do risco de se desenvolver doencas

cronicas nao transmissiveis.
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Esta pesquisa teve como objetivo otimizar as condi¢des de microencapsulacio da polpa de

pitanga por spray drying, visando a maior retencao de carotendides e flavondides.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras e materiais de parede. A pitanga recém despolpada e embalada foi adquirida no
Centro de Abastecimento Alimentar de Pernambuco (CEASA/Recife) e transportada, via aérea,
para processamento imediato. Os materiais de parede foram a maltodextrina DE 17-19,9 (MD)
GLOBE 1820, doada pela Corn Product Brazil, Mogi Guacu, SP; amido modificado (AM)
CAPSUL®, doado por National Starch Brazil, Trombudo Central, SC; e goma arabica (GA)
doada por Colloides Naturels Brazil — Instant Gum BA, Sao Paulo, SP.

2.2. Reagentes e padroes. Os 4cidos formico, ascorbico e cloridrico, acetona, éter etilico e éter
de petrdleo foram de grau analitico e adquiridos da Labsynth Ltda. (Sdo Paulo, SP). Acetonitrila,
metanol e acetato de etila, grau HPLC, foram comprados da Mallinckrodt Baker (Philipsburg,
EUA). Todas as fases mdveis foram filtradas em filtros de politetrafluoretileno (PTFE) da
Millipore (Sao Paulo, SP), com poros de 0,22um de didmetro. Os padrdes de miricetina (M),
quercetina (Q) e Kaempferol (K) foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). As
solucdes estoque dos padrdes foram preparadas pela dissolu¢do de cada flavondide em metanol
grau cromatografico, em concentracdo de aproximadamente 500 pg/mL e conservados a —18°C,
protegidos da luz, com validade de 2 meses, nestas condi¢des. Os padrdes de carotendides foram
isolados por cromatografia em coluna aberta, seguindo metodologia descrita por KIMURA e
RODRIGUEZ-AMAYA (2002).

2.3. Delineamento experimental. Foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional

(DCCR) para avaliar simultaneamente os efeitos da temperatura de entrada no spray dryer e da
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relacdo polpa:material de parede nas concentracdes de carotendides e flavonodides, utilizando o
planejamento 27, incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes no ponto central,
executados por ordem de sorteio (Tabela 1). Os resultados foram analisados estatisticamente,
utilizando-se o “Software Statistic for Windows”, versio 6.0 da STATSOFT. A andalise de
variancia (ANOVA) com o teste de Fisher (5%) foi utilizada para determinar a significancia dos
modelos obtidos e a adequacdo dos modelos na obtencdo das superficies de resposta. As
respostas medidas foram as concentracdes de carotendides e de flavondides retidos em toda a

microcdpsula.

Tabela 1. Fatores e niveis (valores codificados entre parénteses) para o Delineamento Composto

Central Rotacional.

Niveis codificados

Fatores
Ponto axial inferior ~ Nivel inferior ~ Nivel intermedidrio  Nivel superior ~ Ponto axial superior
(-1,41) [@)) (0) +1) (+1,41)
Temperatura de entrada (°C) 150 157 175 193 200
Polpa:material parede (%, g/g) 5,9:94,1 10:90 20:80 30:70 34,1:65.,9

2.4. Preparacao dos ensaios e secagem em spray dryer. A polpa de pitanga e os materiais de
parede foram pesados nas proporcdes relativas a cada ensaio (baseado no peso seco). A
homogeneizacdo das solugdes/dispersdes em meio aquoso foi feita com o auxilio de
homogeneizador Polytron (PT-2100, Kinematica GA, Luzernerstrasse, Alemanha), a 15.000rpm
por 5 minutos e em temperatura ambiente. Durante a secagem por spray drying (Lab-Plant,
modelo SD-04, Huddersfield, Gra Bretanha) as solucdes/dispersdes foram mantidas sob agitacdao
continua (agitador mecanico com barra magnética) a 30°C. A temperatura de entrada no
equipamento variou de 150 a 200°C (Tabela 1). A pressio do ar foi de Skgf/cm?, num fluxo de

13mL/minuto e com bico aspersor de 2mm.

77



2.5. Caracterizacdo morfologica e distribuicdo e tamanho das microcapsulas. As
microcdpsulas produzidas com diferentes materiais de parede foram analisadas quanto a
morfologia, a distribuicdo e ao tamanho das particulas. Para observacdo morfoldgica, as
microcdpsulas foram fixadas em fita adesiva de dupla face e recobertas com camada de ouro em
evaporador Balzers (modelo SCD 050, Park Scotia Corp, Nova York, EUA) por 75 segundos em
uma corrente elétrica de 40mA e observadas em microscépio eletronico de varredura (modelo
JSM - T300, EI-Sol Technologies Ltd., Natanya, Israel). A andlise da distribuicdo e tamanho de
particula por difracdo a lazer foi realizada no Mastersizer (Malvern 2000, Worcestershire, Gra
Bretanha) e baseou-se no padrao de difracdo de particulas com mesmo tamanho que converge
para um mesmo ponto, independente das suas respectivas localizagdes dentro da célula de
amostra.

2.6. Determinacao do teor de umidade. O teor de umidade das polpas de pitanga e dos
materiais de parede (MD, AM e GA) e das microcdpsulas foi determinado gravimetricamente.
Amostras de 10g, em triplicata, foram colocadas em estufa a vidcuo (TECNAL, TE 395,
Piracicaba, SP) e mantidas a 35°C por até 16 horas ou até peso constante.

2.7. Determinacao de carotenéides na polpa de pitanga e em toda a microcapsula (TC). Na
polpa de pitanga e apds a hidratacdo das microcapsulas, os carotendides foram extraidos com
acetona fria, seguido de particdo ao éter de petréleo com éter etilico, saponificacdo (KOH 10%),
lavagem e concentracio em rotaevaporador, conforme metodologia descrita por PORCU e

RODRIGUEZ-AMAYA (2004). Os extratos foram secos com nitrogénio, dissolvidos em 1-3mL

de acetona, filtrado em filtro de politetrafluoretileno (PTFE) 0,22pm de poro e 10uL foram

injetados no cromatdgrafo. As andlises cromatograficas dos carotendides foram realizadas em um
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moédulo de separacdo da Waters Corp. (modelo 2690, Milford, EUA), equipado com injetor
automdtico, bomba quaterndria, degasseificador a vacuo para 4 canais e detector de arranjo de
diodos UV-visivel (modelo Waters 996) controlados do “software” Millenium (versao 2010). A
coluna foi C18 monomérica Spherisorb ODS2, (4,6 x 150mm, 3um) (Waters Corp., Milford,
Massachusetts, EUA). A fase mével foi composta por metanol, acetato de etila e acetonitrila,
eluicdo por gradiente concavo (curval() de 10:0:90 até 20:20:60 em 60 minutos, numa vazao de
0,5mL/min. O reequilibrio se deu em 15 minutos. A detec¢do foi feita no comprimento de onda
maximo para cada carotendide.
2.8. Determinacao dos carotendides na superficie externa das microcapsulas. A extra¢io dos
carotendides nas superficies externas das microcdpsulas seguiu a metodologia descrita por
KSHIRSAGAR e SINGHAL (2008). Apés adicao de 100mL de éter de petréleo, a amostra (5g)
foi mantida sob agitacdo continua por 10 minutos em temperatura ambiente (25°C). A
concentracdo dos carotendides internos nas microcdpsulas € obtida pela diferenca entre a
concentracao em toda a microcdpsula e na superficie externa.
2.9. Eficiéncia da microencapsulacao (EM). Este parametro baseou-se na quantidade total de
carotendides na polpa efetivamente microencapsulada (TC) em relacdo a pré-existente na polpa
de pitanga (CS) em base seca. A EM teve como base a andlise de carotendides (Item 2.7) e foi
calculada de acordo com a férmula descrita por PAULETTI e AMESTROY (1999):

% EM =100 - [(CS - TC)/CS] x 100.
2.10. Determinaciao de flavonéides. Os flavondides da polpa de pitanga e das microcapsulas
foram determinados conforme metodologia descrita por HOFFMANN-RIBANI e RODRIGUEZ-
AMAYA (2008). Em 15g de cada amostra foram adicionados 25mL de metanol e 10mL de HCI

com 0,04% de acido ascérbico. A hidrélise dos flavondides foi realizada numa concentracdo de
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0,6M HCIl em 40 minutos a 90°C Os extratos resfriados foram completados a 50mL com
metanol, filtrados em peneira de 130mesh e depois por filtro (PTFE) Millipore de 0,22um de
diametro, para andlise por CLAE. As andlises cromatograficas dos flavondides foram realizadas
em moddulo de separacdo da Waters (modelo 2690, Milford, EUA), equipado com injetor manual
“Rheodyne” (modelo 77251), bomba quaternaria e degasseificador DG401 a vacuo para 4 canais
e detector de arranjo de diodos UV-visivel (modelo Waters 996), controlados do “‘software”
Millenium (versao 32). A coluna de separacao foi Symmetry C18 (2,1 x 150mm, 3,5um) (Waters
Corp., Milford, Massachusetts, EUA), sendo a detec¢do fixada em 370nm e espectros na faixa de
200-600nm. A fase moével foi composta de metanol e dgua acidificados com 0,3% de 4cido
férmico, num gradiente multilinear na propor¢ao inicial de 20:80 até 48:52 em 6 minutos, sendo
mantida até 29 minutos, em seguida mudada para 28:72 em 2 minutos e mantida esta propor¢ao
até 40 minutos de corrida cromatogréfica. Finalmente, a fase moével foi retornada a condicao
inicial (20:80) em 3 minutos e mantida nesta condi¢do até 60 minutos para o reequilibrio da
coluna para a préxima inje¢do. O fluxo foi de 0,2mL/minuto e o volume de amostra injetado foi
de 10pL.

A identificacdo dos carotendides e flavonodides foi realizada por comparacdo dos tempos
de reten¢do, co-cromatografia e com os espectros de absorcao dos padrdes. A quantificagdo foi
por padronizacdo externa. Curvas de calibragdes foram construidas pela injecdo, em triplicatas,
de solucdes-padrdo em cinco concentragdes crescentes, cobrindo a faixa de concentracdo
esperada nas amostras.

Com base nas concentragdes médias de carotendides e flavondides na polpa de pitanga
(base seca) e seus teores nas microcdpsulas (base seca) de MD, AM e GA foi calculado o

percentual de retencdo (%).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Morfologia e distribuicao do tamanho das microcapsulas.

As micrografias apresentadas na Figura 1 demonstram que a polpa de pitanga junto aos
materiais de parede utilizados (maltodextina, amido modificado e goma ardbica) formou
microcédpsulas.

As microcdpsulas de maltodextrina apresentaram morfologia caracteristica com paredes
continuas e superficies externas lisa em formato esférico e pouca fragmentacdo. Dentre os
materiais estudados, o amido modificado foi o material que mais favoreceu a agregacdo das
microcdpsulas, com predominancia de microcdpsulas com superficie rugosa, o que favorece a
deposi¢do dos carotendides da pitanga nos intersticios e, portanto, maior exposi¢do a acdo do
oxigénio e a luz. As microcdpsulas produzidas com goma ardbica apresentaram paredes integras
tendo formato esférico com concavidades e superficie externa arredondadas, com tendéncia de
formacao de agregados de microcdpsulas menores em torno das de maior didmetro.

A distribuicao e o tamanho das microcdpsulas sdo apresentados na Figura 2. Para os trés
materiais de parede utilizados na microencapsulagdo por spray drying observa-se uma
distribuicado bimodal com dois picos distintos. No primeiro pico, as microcdpsulas apresentam
diametros entre 0,6-1,1um equivalente a menos de 3% do total. No segundo pico o diametro das
microcdpsulas variaram entre 2-100um e correspondeu a mais de 97% do total de particulas.
Estes resultados demonstram que independente do material de parede utilizado, a tecnologia de
microencapsulacdo da polpa de pitanga por spray drying apresentou uma boa homogeneidade

morfoldgica nas particulas formadas.
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Figura 1. Micrografias obtidas em microscopico eletronico de varredura de microcdpsulas de
polpa de pitanga obtidas por spray drying a 150°C, com 25% de polpa de pitanga e 75% de

maltodextrina (1), amido modificado (2) e goma ardbica (3) em fundo escuro (a) e claro (b).
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Figura 2. Distribuic¢do e o tamanho das microcapsulas de polpa de pitanga com maltodextrina (a),

amido modificado (b) e goma arabica (c).

3.2. Otimizacao da microencapsulaciao por spray drying.

Na polpa de pitanga in natura, as quantidades iniciais de licopeno, B-caroteno, B-
criptoxantina e luteina foram de 74 * 2ug/g, 12 + Oug/g, 44 + lug/g e 4,3 + Ouglg,
respectivamente. Para miricetina, quercetina e kaempferol, as quantidades iniciais foram de 44 +
Ong/g, 69 £ 1pg/g e 4,2 £ Oug/g, respectivamente.

As concentracdes dos carotendides da polpa de pitanga nas superficies externas e em toda
microcdpsula (TC) confeccionadas com maltodextrina, amido modificado e em goma ardbica

como materiais de parede e utilizando o DCCR para avaliar simultaneamente os efeitos da
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temperatura de entrada e da relacdo polpa:material parede sdo apresentadas na Tabela 2. O
licopeno e o B-caroteno da polpa de pitanga microencapsulada com maltodextrina e com amido
modificado apresentaram as faixas Otimas de concentragdes no intervalo de temperatura de
entrada no spray dryer entre 150 e 175°C e num percentual de polpa em torno de 20%. Nas
microcdpsulas de goma ardbica, as concentragdes de licopeno e [B-caroteno também foram
maiores na propor¢do de 20% de polpa, mas a 150°C, e o licopeno foi menos susceptivel a
elevacao da temperatura no spray dryer que o [B-caroteno.

Quanto as xantofilas B-criptoxantina e luteina, as maiores concentragdes foram obtidas
também a 20% de polpa e 150°C, com exce¢do da P-criptoxantina que teve suas maiores
concentracdes na temperatura de 175°C nas microcdpsulas de amido modificado.

Os coeficientes de regressao e os niveis de significancia dos resultados das reten¢des de
carotendides (licopeno, B-caroteno, B-criptoxantina e luteina) e flavonéides (miricetina, quecetina
e kaempferol) nas microcdpsulas de maltodextrina, amido modificado e goma ardbica sio
apresentados na Tabela 3 e serviram de base na elaboragdo dos modelos matematicos em funcao
das varidveis estudadas. Os coeficientes de determinagao (Rz) e os F calculados (Tabela 4)
tiveram um bom ajuste aos modelos obtidos para as respostas das retengdes de carotendides e
flavondides da polpa de pitanga microencapsulada em maltodextrina e amido modificado. Para a
goma ardbica os R? calculados foram mais baixos (0,63 - 0,81), mas em niveis aceitaveis. Todos
os F calculados foram maiores que os valores tabelados. Estes resultados garantem que as
superficies de respostas geradas e apresentadas nas Figuras 3 e 4 descrevem as condicdes das

experimentais na microencapsulacdo da polpa de pitanga.
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Tabela 2. Teores dos carotendides nas microencapsulas (total e externo) de pitanga em diferentes materiais de parede.

DCCR Concentragdo (ug/g matéria seca) *
Temperatura de ) Licopeno B-Caroteno B-Criptoxantina Luteina
Entrada (°C) Polpa:parede Total Externo Total Externo Total Externo Total Externo
Maltodextrina
150 20:80 257 £ 10 30+0 34+1 4,7+0,1 1755 21+0 17+0 1,7+0,0
157 10:90 1517 9,7+0 34 +1 3,2+0,0 141 +£3 9,6 £0,3 14+0 1,1 +£0,0
157 30:70 188 £5 28+0 28 +1 6,0 £0,1 142 £5 26+0 13+0 1,3+0,0
175 5,9:94,1 209 £3 7,7+ 20+0 0,0+0,0 107 £3 4,8+0,2 10+0 0,0+0,0
175 20:80 241 £8 28 +1 32+1 4,5+0,1 155+4 19+0 14+0 1,4+0,0
175 20:80 231+9 28 + 32+ 4,6 +0,1 158 £3 19+0 14+0 1,4+0,0
175 20:80 239+5 27 + 33+1 4,5+0,1 155+3 19+0 14+0 1,5+0,0
175 34,1:65,9 162+6 27+0 27+0 7,5+0,2 117 +£3 360 12+0 1,6 £0,0
193 10:90 134 £5 59+£0 271 2,4 +£0,1 133+£3 8,5+0,1 13+0 0,9+0,0
193 30:70 1226 17 + 260 53+£0,3 113£5 20+0 11+0 1,1 £0,0
200 20:80 122 +£3 13 301 3,9+£0,1 147 £4 18+0 13+0 1,3+0,0
Amido Modificado
150 20:80 278 £9 22+0 360 6,1 £0,1 189 £2 24 + 1 16+0 2,1 £0,1
157 10:90 176 £ 10 9,8+ 0 26+ 1 2+0,0 123 +£3 8,3+0,1 11+1 0,3+0,0
157 30:70 1926 19£0, 27+0 5,6 £0,1 154 £5 26+0 12+0 1,5+0,0
175 5,9:94,1 116 £4 3,7£0 13+0 0,2+0,0 671 1,9+£0 4+£0 0,0+0,0
175 20:80 237+£6 17+0 33+0 6,1 £0,2 176 £0 17+0 12+0 1,6 £0,0
175 20:80 239+9 18+0 33+0 6+0,1 174 £3 17+1 12+0 1,7+0,1
175 20:80 234 +7 18+0 34+0 6,1 £0,1 174 £ 4 17+1 12+0 1,7+0,0
175 34,1:65,9 170 £7 21+0 27+0 6+0,2 152+£2 27+ 1 15+0 2,5+0,0
193 10:90 155+£5 7,7+0 22+0 1,3+£0,1 118 +£2 6,80 8,1+£0 0,2+0,0
193 30:70 97 £1,2 92+0 19+0 3,8+0,0 126 £5 21+0 10+£0 0,9+0,0
200 20:80 162 £8 12+0 11+0 1,8 £0,1 973 8,9+0,1 95+0 1,3+0,0
Goma arabica
150 20:80 245 +4 23+0 38+0 49 +0,1 163 +1 22+0 16+0 1,6 £0,0
157 10:90 221 £ 11 8,60 26+0 1,3+£0,1 1181 9,4+0,3 13+0 0,8+0,0
157 30:70 227 +4 22 + 28 +0 4+0,1 146 £1 25+1 14+0 1,7+0,0
175 5,9:94,1 1311 1,5+£0 210 0,8 +0,0 1171 4,8 +0,0 1,8 £0,0 0,3+0,0
175 20:80 229 +£3 25 + 26+0 4+0,1 151£5 20+0 16+0 1,4+0,0
175 20:80 232+6 25+1 26+0 3,8+0,1 145 +7 20+0 15+0 1,4+0,0
175 20:80 228 +7 25+1 26+0 4,1+£0,0 145+5 20+0 15+0 1,4+0,0
175 34,1:65,9 213+5 33+ 26+0 7,6 £0,1 139+£2 32+0 13+0 1,9+0,0
193 10:90 205+ 13 79+0 22+0 1,0£0,0 99 +0 7,8+0 12+0 0,7+0,0
193 30:70 204 £4 20+0 23+0 3,2+0,0 1311 22+0 12+0 1,3+0,1
200 20:80 224 +£1 19+0 26+ 1 4+0,0 156 £5 17+1 15+0 1,4+0,0

*média e desvio padrio de andlises em triplicatas
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Tabela 3 — Estimativa dos coeficientes de regressdo do modelo polinomial quadratico e significancia (p-valor) para as respostas

da microencapsulagdo de polpa de pitanga em maltodextrina, amido modificado e goma arabica.

Licopeno

p-caroteno

p-criptoxantina

Luteina

Miricetina

Quercetina

Kaempferol

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Maltodextrina

Bo 81,33  <0,0001 67,67  <0,0001 88,67  <0,0001 82,67  <0,0001 3567 00017 7033  0,0024 20,00  0,0015
B -11,76  0,0329  -3.66 01522 -528 0,0607 6,72 0,0173 9,79 02203  -10.89 02154  -831 0,0081
i -11,48  0,0618 0,29 0,9145 0,85 0,5625 1,92 0,4414 7,38 0,3687 2,46 0,7987  -526 0,736
B> 1,71 0,6896 1,08 0,6404  -049  0,6891 0,23 09088 20,92 02072 2405  0,0258 5,52 0,3699
B> -11,98  0,05436  -8.21 0,0246  -13,15  0,0021 9,58 0,0087 13,03  0,1416 1,21 0,8999  -2,68 0,3017
B 4,25 0,4887 3,00 0,3733 3,25 0,1039 -0,5 08616  -1,50  0,8725 2,25 0,8441 -1,50 06110
Amido Modificado

Bo 81,33  0,0002 70,67 0,000 99,00  <0,0001 70,00 00002 33,67 00005 5500 00004 11,67  0,0001
By 41220 0,0138  -1231 02339  -662 01113  -10,14 00769  -726 00350  -1392 00171 -4,19 0,0014
Bii 504 02532 946 09216  -1336  0,0209 1,44 0,8019 2,29 0,4807 -0,63 0,8999  -0,08 0,9198
B, 1,48 0,6701 4,50 02919 1236 00211 1417 00268 17,53 00010 17,83  0,0065 5,01 0,0006
B -1829  0,0054  -1321 00337  -1606 00109  -7.81 0,2100 1,29 0,6856  -5,63 02874  -0,58 0,4920
B2 -6,25 02358  -2.25 0,6945 -3,25 0,5322 1,50 0,8255 2,00  0,6001 6,00 03341 1,50 0,1697
Goma Arabica

Bo 79,00  <0,0001 55,00  0,0001 84,00  <0,0001 8933 00014 4733 00039 70,67 00046 17,00  0,0265
B 286 02780 -394 00158 -3,08 0,4631 2,71 0,6297  -10,69  0,1203  -20,02 00738  -856  0,0508
i 1,75 0,5594 2141  0,0955 0,69 08875 3,40 0,6118 1,90 0,7916 2,17 0,8456 1,06 0,8004
B> 5,07 0,0835 15,14 0,2438 10,03 0,0491 11,74 00766 1679 00323 28076  0,0229 11,32 0,0196
B> 9,00 00236 3,90 0,1447 469 03567 21,85  0,0176 1,65 0,8184 5,67 0,6146 6,06 0,1886
B -0,75 0,8306 12,65  0,7961 0,75 0,8966  -2,50  0,7511 550 09263 3,50 0,7915 2,75 0,5865
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Tabela 4 — EquacOes que representam a resposta em fungdo da temperatura de entrada no spray
dryer (X;) e da quantidade de polpa de pitanga (X;) nas microcdpsulas de maltodextrina, amido
modificado e goma ardbica.

Resposta Equacio Y = (média) (valores X; e X, codificados) R? FeaL Frag (0, Vg, V1)
Maltodextrina
Licopeno Y =81,33-11,76 X 0,90 24,05 5,05
B-caroteno Y = 67,67 - 8,21 X,? 0,70 14,16 5,05
B-criptoxantina Y =88,67-5,28 X, -13,5 Xzz 0,87 116,29 5,05
Luteina Y = 82,67 — 6,74 X; — 9,58 X, 0,77 30,45 5,05
Miricetina Y =35,66 + 41,84 X, 0,80 17,11 5,05
Quercetina Y =70,33 + 24,05 X, 0,70 11,95 5,05
Kaempferol Y =20,00-8,31 X; +5,52 X, 0,89 32,73 5,05
Amido modificado
Licopeno Y =81,33-12,20 X; — 18,29 X, 0,92 39,44 5,05
B-caroteno Y =70,67 - 12,32 X, — 13,21 X,? 0,91 24,70 5,05
B-criptoxantina Y =99,00 - 13,56 X% + 11,36 X, — 16,06 X’ 0,90 41,72 5,05
Luteina Y =70,00 + 14,17 X, 0,75 16,76 5,05
Miricetina Y =33,67-7,26 X, + 17,53 X, 0,92 57,40 5,05
Quercetina Y =55,00-13,92 X, + 17,83 X, 0,87 35,04 5,05
Kaempferol Y =11,67-4,19X, + 5,01 X, 0,95 100,63 5,05
Goma Arabica
Licopeno Y =79,00 - 9,00 X,* 0,70 16,90 5,05
B-caroteno Y =55,00-6,97 X, 0,73 21,85 5,05
B-criptoxantina Y =84,00 + 10,03 X, 0,63 8,38 5,05
Luteina Y =89,33 - 21,85 X,? 0,71 17,74 5,05
Miricetina Y =47,33 + 16,79 X, 0,72 12,73 5,05
Quercetina Y =70,67 + 28,76 X, 0,76 16,00 5,05
Kaempferol Y=1699 + 11,32 X, 0,81 14,08 5,05

R? - coeficiente de determinacdo; Fea = (quadrado médio da regressdo/quadrado médio de residuo); a — nivel de significancia

(5%); Vg — graus de liberdade da regressio; V, — graus de liberdade do residuo.

As eficiéncias das microencapsulacdes por spray drying dos carotendides de polpa de
pitanga sdo apresentados na Tabela 5. Para todos os carotenodides estudados, as maiores
eficiéncias foram obtidas nas temperaturas de entrada de 150 e 175°C e na propor¢do de 20% de
polpa de pitanga. Nao houve uma nitida diferenca entre as eficiéncias dos trés materiais de parede

para os carotendides.
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Figura 3. Superficies de resposta na retencdo de licopeno total (a), B-caroteno total(b), -

criptoxantina total (c) e luteina total (d) de polpa de pitanga microencapsulada por spray drying,
usando maltodextrina (1), amido modificado - Capsul® (2) e goma arébica (3).
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Tabela 5. Eficiéncia da microencapsulacdo por spray drying dos carotendides da polpa de pitanga

em maltodextrina, amido modificado e goma arabica.

Materiais de parede Eficiéncia da microencapsulacdo (%)

Polpa:parede
Temperatura de Entrada (°C) Licopeno p-Caroteno [B-Criptoxantina  Luteina
Maltodextrina
150 20:80 88 71 99 99
157 10:90 52 72 80 83
157 30:70 65 59 81 76
175 5,9:94,1 72 42 61 59
175 20:80 83 67 88 81
175 20:80 79 67 90 82
175 20:80 82 69 88 85
175 34,1:65,9 56 58 66 69
193 10:90 46 57 76 74
193 30:70 42 56 64 65
200 20:80 42 63 84 75
Amido modificado
150 20:80 96 76 79 95
157 10:90 61 55 70 64
157 30:70 66 57 88 71
175 5,9:94,1 40 28 38 24
175 20:80 81 71 99 70
175 20:80 82 70 99 70
175 20:80 81 71 99 70
175 34,1:65,9 59 57 86 90
193 10:90 53 47 67 48
193 30:70 33 40 72 61
200 20:80 56 24 55 56
Goma arabica
150 20:80 84 81 93 95
157 10:90 76 55 67 75
157 30:70 78 59 83 81
175 5,9:94,1 45 45 67 10
175 20:80 79 55 86 92
175 20:80 80 55 83 88
175 20:80 78 55 83 88
175 34,1:65,9 73 56 79 75
193 10:90 71 47 56 72
193 30:70 70 48 75 68
200 20:80 77 55 89 91
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Tabela 6. Teores dos flavondides retidos da polpa de pitanga microencapsulada em diferentes
materiais de parede.

Materiais de Parede Concentracéo (pg/g matéria seca)”
Temperatura de Entrada (°C) ~ Polpa:parede Miricetina Quercetina Kaempferol
Maltodextrina

150 20:80 59 +1 90+ 1 2+0
157 10:90 57+2 78 +4 1,8+0
157 30:70 64 +£2 89 £ 10 24+0,1
175 5,9:94,1 9,6 +0,5 1240 0,2+0
175 20:80 37+1 703 20
175 20:80 34+1 69+3 240
175 20:80 36+2 7242 2+0
175 34,1:65,9 74+0 1120 29+0,1
193 10:90 512 66 +4 1,4+00
193 30:70 52+2 86+4 1,4+0,0
200 20:80 22+1 3942 0,7+0,0
Amido Modificado

150 20:80 4340 7246 1,6 £0,0
157 10:90 34 +1 49 + 1 1,4+0,2
157 30:70 65+2 80+2 1,9+0,3
175 5,9:94,1 1,70 3,60 0,1+0,0
175 20:80 3440 55+1 1,2+0,0
175 20:80 34+0 572 1,1+£0,0
175 20:80 33+1 53+2 1,2+0,0
175 34,1:65,9 63 +2 78 £0 1,8 +0,1
193 10:90 211 35+£2 1,2+0,1
193 30:70 44 + 1 4240 1,3+0,2
200 20:80 26+ 1 30+0 0,5+0,1

Goma arabica

150 20:80 62+1 93+3 2,7+0,1
157 10:90 55+1 94+0 2,9+0,0
157 30:70 783 122 +4 43+0,1
175 5,9:94,1 4,6+1,1 7,60 0,2+0,0
175 20:80 47 + 1 710 1,7+0,0
175 20:80 48 £ 0 710 1,7+0,0
175 20:80 47+0 700 1,7+0,0
175 34,1:65,9 830 141 £ 1 54+0,1
193 10:90 48 +0 57+1 1,3+0,0
193 30:70 4940 71+1 1,6 £0,0
200 20:80 27+0 42 +1 09+0,0

* média e desvio padrio de andlises em triplicatas.
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Para os flavonodides, a temperatura de secagem de 150°C e a propor¢do de polpa de
pitanga na faixa de 25-30% promoveram as maiores concentracOes de miricetina, quercetina e
kaempferol, nas microcdpsulas confeccionadas com goma ardbica, seguida pela maltodextrina e

pelo amido modificado (Tabela 6).

Figura 4. Superficies de resposta da reten¢do de miricetina (a), quercetina (b) e kaempferol (c) de

polpa de pitanga microencapsulada por spray drying, usando maltodextrina (1), amido modificado

- Capsul® (2) e goma arébica (3).
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As superficies de respostas apresentadas na Figura 4 confirmam esta tendéncia das
maiores retencdes de flavondides ocorrerem nos ensaios com teores de polpa acima de 25% e na

temperatura de entrada no spray drying de 150°C.

4. CONCLUSAO

Com base na retencdo de carotendides e flavondides nas microcdpsulas de pitanga, a
melhor temperatura de entrada no spray dryer foi de 150°C e proporc¢ao de polpa de 25%. O
material de parede de melhor desempenho para ambas as classes de compostos foi a goma

arabica.
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CAPITULO 5

Estabilidade dos carotenoides e flavonoides durante a
estocagem da polpa de pitanga (Eugenia uniflora L.)

microencapsulada por spray drying
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RESUMO

A microencapsulacdo € realizada para proteger compostos susceptiveis a degradagdo como os
bioativos carotendides e flavondides. O presente trabalho foi realizado para verificar tal protecao
em polpa de pitanga microencapsulada com maltodextrina, amido modificado e goma ardbica. A
goma ardbica promoveu a maior estabilidade dos carotendides e flavondides durante a estocagem
na presenca de luz (345lux). A degradacdo dos carotendides na polpa microencapsulada seguiu
uma cinética de primeira ordem e para os flavondides de ordem zero. Durante a secagem por
spray drying, as concentragdes dos carotendides e flavondides reduziram, em relagdo a polpa
liofilizada. Entretanto, a microencapsula¢do da polpa de pitanga conferiu maior estabilidade a

estes compostos durante a estocagem.

Palavras chave: Pitanga, microencapsulcao; carotendides; flavondides; cinética.
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ABSTRACT

Microencapsulation is carried out to protect compounds susceptibly to degradation, such as the
bioactive carotenoids and flavonoids. The present work was therefore carried out to verify this
protection in pitanga pulp microencapsulated with maltodextrin, modified starch and gum Arabic.
Gum Arabic promoted greater stability of the studied compounds during storage in the presence
of light (345 lux). The degradation of carotenoids in the microencapsulated pulps followed first
order kinetic, and for the flavonoids, a zero order kinetic. During the drying, carotenoids and
flavonoids concentrations reduced in comparison with the lyophilized pulp. However, pitanga

pulp microencapsulation conferred greater stability during storage.

Key words: Pitanga, microencapsulation, carotenoids, flavonoids, kinetics.
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1. INTRODUCAO

A pitanga (Eugenia uniflora L.) € uma fruta brasileira fonte de carotendides como
licopeno, rubixantina, P-criptoxantina, luteina e B-caroteno (LIMA et al., 2002; PORCU e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; AZEVEDO-MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004), dos
flavon6ides miricerina, quercetina e Kaempferol (HOFFMANN-RIBANI e RODRIGUEZ-
AMAYA, 2009), vitamina C e fibras (FREYRE et al., 2000).

Os carotendides sao compostos bioativos multifuncionais que conferem cores vermelha,
laranja ou amarela em muitas frutas e hortalicas. Além da atividade prévitaminica A de alguns
deles, os carotendides contribuem na reducdo do risco de doengas cronicas nao transmissiveis
como certos tipos de cancer, doencgas cardiovasculares, degeneracdo macular e formacao de
catarata.

Os flavondides compdem uma ampla classe de compostos de baixo peso molecular
encontrados em folhas, sementes, cascas, flores e frutos de plantas. Estes sao classificados em:
flavonas, flavonois, flavanodis, flavanonas, isoflavonas e antocianinas. Atuam na redugdo da
ocorréncia de doencas cardiovasculares e cancer, principalmente, por atuarem como
antioxidantes (RIMM et al., 1996; BRUSSELMANS et al., 2005; WANG et al., 2009).

Devido ao aumento na demanda por alimentos funcionais e produtos alimenticios cada
vez mais sofisticados, a microencapsulagdo vem se tornando uma tecnologia importante na
prevengdo de perdas por oxidacio (DRUSCH e SCHWARZ, 2006). O mecanismo de protecdo
exercido pelas técnicas de microencapsulacdo se dd por conta da formacdo de membranas ou
sistemas de paredes que envolvem gotas ou particulas do material microencapsulado ou recheio

(SHU et al., 20006).
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Esta pesquisa teve por objetivo avaliar a estabilidade dos carotendides e flavondides da
polpa de pitanga microencapsulada, durante a estocagem em temperatura ambiente e na presenca

de luz.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras e materiais de parede. A pitanga recém despolpada e embalada foi adquirida no
Centro de Abastecimento Alimentar de Pernambuco — CEASA/Recife e transportada via aérea.
Os materiais de parede foram a maltodextrina DE 17-19,9 (MD) GLOBE 1820, doada pela Corn
Product Brazil, Mogi Guagu, SP; amido modificado (AM) CAPSUL®, doado por National Starch
Brazil, Trombudo Central, SC; e goma arabica (GA), doada por Colloides Naturels Brazil —
Instant Gum BA, Sio Paulo, SP.

2.2. Reagentes e padroes. Os 4cidos formico, ascérbico e cloridrico, acetona, éter etilico e éter
de petréleo, de grau analitico, foram adquiridos da Labsynth Ltda. (Sao Paulo, SP). Acetonitrila,
metanol e acetato de etila foram de grau HPLC e comprados da Mallinckrodt Baker (Philipsburg,
EUA). Todas as fases mdveis foram filtradas em filtros de politetrafluoretileno (PTFE) da
Millipore (Sao Paulo, SP), com poros de 0,22um de didmetro. Os padrdes de miricetina (M),
quercetina (Q) e Kaempferol (K) foram adquiridos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). As
solucdes estoque dos padrdes foram preparadas pela dissolu¢do de cada flavondide em metanol
grau cromatografico, em concentracdo de aproximadamente 500 pg/mL e conservados a —18°C,
protegidos da luz, com validade de 2 meses, nestas condi¢des. Os padrdes de carotendides foram
isolados por cromatografia em coluna aberta, seguindo metodologia descrita por KIMURA e

RODRIGUEZ-AMAYA (2002).
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2.3. Delineamento experimental. Os resultados foram analisados estatisticamente, utilizando-se
o “Software Statistic for Windows”, versdo 6.0 da STATSOFT. A analise de varidncia (ANOVA)
com o teste de Fisher (5%).

2.4. Preparacio do experimento e secagem em spray drying. Com base nas melhores retencoes
de carotendides e flavondides nas otimizagdes do capitulo 4, optou-se pelas propor¢des de 25%
de polpa de pitanga e 75% de material de parede, com base no peso seco, e temperatura de
entrada no spray dryer de 150°C. A homogeneizagao das solucdes/dispersdes em meio aquoso foi
feita com o auxilio de homogeneizador Polytron (PT-2100, Kinematica GA, Luzernerstrasse,
Alemanha), a 15.000rpm por 5 minutos e em temperatura ambiente. Durante a secagem por spray
drying (Lab-Plant, modelo SD-04, Huddersfield, Gra Bretanha) as solucdes/dispersdes foram
mantidas sob agitacdo continua (agitador mecanico com barra magnética) a 30°C. A pressao do
ar foi de 5 kgf/cm?, num fluxo de 13mL/minuto e com bico aspersor de 2mm. A liofilizacdo da
polpa de pitanga foi realizada em liofilizador de bancada (modelo LS 3000, Terroni, Sao Carlos,
SP), com o prévio congelamento das amostras e pelo contato direto com a superficie do
liofilizador.

2.5. Estudo da estabilidade de -carotendides e flavondides da polpa de pitanga
microencapsulada. As amostras (20g) foram acondicionadas em embalagens comerciais de
polietileno transparente com 4drea superficial de 100cm?, cuja espessura do filme foi determinada
em micrometro de ponta plana Starret modelo n°.732 x FL-1 (The L. S. Starret Company, Athol,
Massachusetts, EUA), com resolucdo de 0,0lmm. A taxa de permeabilidade ao oxigénio foi
determinada em equipamento Ox-tran modelo 2/20 (Mocon Inc., Minneapolis, Minnesota, EUA).
A percentagem de transmissdo de luz especular foi aferida em espectrofotometro UV-visivel de

duplo feixe, modelo Lambda (Perkin Elmer Corporation, Oak Brook, Illinois, EUA), na faixa de
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300 a 800nm. As embalagens foram distribuidas sobre uma superficie horizontal e expostas a luz
artificial (oito lampadas fluorescentes de 40 watts) a uma altura média de 1,8m, sendo
distribuidas segundo a ordem de sorteio e mantidas em temperatura ambiente (25 £+ 2°C).

Durante o periodo experimental foram feitas afericdes da intensidade de luz artificial
incidida sobre a polpa de pitanga liofilizada e nas microcdpsulas, utilizando-se luximetro, modelo
TESTO 545, com sensor de fotodiodo de silicone (Testo Co., Lenzkirch, Baden-Wurttemburg,
Alemanha) na temperatura de 25°C. Amostras em triplicatas de todos os tratamentos foram
colhidas e analisadas em intervalos de dez dias, perfazendo um periodo experimental de 50 dias.
A ndo deterioracdo das microcdpsulas e da polpa de pitanga liofilizada durante o estudo de
estabilidade foi assegurada pelo baixo teor de umidade e de atividade de 4dgua (a,) iniciais.

2.6. Determinacao do teor de umidade e atividade de agua (a,). O teor de umidade inicial das
polpas de pitanga e dos materiais de parede (MD, AM e GA) e das microcdpsulas foi
determinado gravimetricamente. Amostras de 10g, em triplicata, foram colocadas em estufa a
vacuo (TECNAL, TE 395, Piracicaba, SP) e mantidas a 35°C por até 16 horas ou até peso
constante. A atividade de dgua (a,) foi aferida em triplicata a 25 + 0°C no Decagon Aqualab CX-
2T (Decagon Devices, Inc. Hopkins, Washington, EUA), com resolucdo de 0,01a,.

2.7. Determinacao de carotendides em toda a microcapsula. Apds a hidratacdo das
microcdpsulas, os carotendides foram extraidos com acetona fria, seguido de particdo ao éter de
petréleo com éter etilico, saponificacao (KOH 10%), lavagem e concentragdo em rotaevaporador,
conforme metodologia descrita por PORCU e RODRIGUEZ-AMAYA (2004). As analises
cromatogréficas dos carotendides foram realizadas em um moddulo de separacdo da Waters Corp.
(modelo 2690, Milford, EUA), equipado com injetor automdtico, bomba quaterndria,

degasseificador a vicuo para 4 canais e detector de arranjo de diodos UV-visivel (modelo Waters
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996) controlados do “software” Millenium (versio 2010). A coluna foi C18 monomérica
Spherisorb ODS2, (4,6 x 150mm, 3um) (Waters Corp., Milford, Massachusetts, EUA). A fase
moével foi composta por metanol, acetato de etila e acetonitrila em elui¢do por gradiente concavo
(curva 10) de 10:0:90 até 20:20:60, em 60 minutos com vazao de 0,5mL/min. O reequilibrio se
deu em 15 minutos. A deteccdo foi feita no comprimento de onda maximo para cada carotendide.
Os extratos foram secos com nitrogénio, dissolvidos em 1-3mL de acetona, filtrado em filtro de
politetrafluoretileno (PTFE) 0,22pum de poro e 10uL foram injetados no cromatégrafo.

2.8. Determinacao dos carotendides na superficie externa das microcapsulas. A extra¢do dos
carotendides nas superficies externas das microcdpsulas seguiu a metodologia descrita por
KSHIRSAGAR e SINGHAL (2008). Apéds adicao de 100mL de éter de petréleo, a amostra (5g)
foi mantida sob agitacdo continua por 10 minutos em temperatura ambiente (25°C). A
concentracdo dos carotendides internos nas microcdpsulas € obtida pela diferenca entre a
concentracdo em toda a microcdpsula e na superficie externa.

2.9. Determinacio de flavondides. Os flavondides foram determinados conforme metodologia
descrita por HOFFMANN-RIBANI e RODRIGUEZ-AMAYA (2008). Em 15g de amostra foram
adicionados 25mL de metanol e 10mL de HCI com 0,04% de acido ascorbico. A hidrélise dos
flavonodides foi realizada numa concentracdo de 0,6M HCI em 40 minutos a 90°C Os extratos
resfriados foram completados a S0mL com metanol, filtrados em peneira de 130 mesh e depois
por filtro PTFE (Millipore) de 0,22um de didmetro, para andlise por CLAE. As analises
cromatogréficas dos flavondides foram realizadas em mddulo de separacdo da Waters (modelo
2690, Milford, EUA), equipado com injetor manual “Rheodyne” (modelo 77251), bomba
quaterndria e degasseificador DG401 a vacuo para 4 canais e detector de arranjo de diodos UV-

visivel (modelo Waters 996), controlados do “software” Millenium (versdo 32). A coluna de
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separagdo foi Symmetry C18 (2,1 x 150mm, 3,5um) (Waters Corp., Milford, Massachusetts,
EUA), sendo a deteccdo fixada em 370nm e espectros na faixa de 200-600nm. A fase mével foi
composta de metanol e dgua acidificados com 0,3% de 4cido férmico, num gradiente multilinear
na propor¢ao inicial de 20:80 até 48:52 em 6 minutos, sendo mantida até 29 minutos, em seguida
mudada para 28:72 em 2 minutos e mantida esta propor¢ao até 40 minutos de corrida
cromatogréfica. Finalmente, a fase mdvel foi retornada a condi¢do inicial (20:80) em 3 minutos e
mantida nesta condi¢do até 60 minutos para o reequilibrio da coluna para a préxima injecdo. O
fluxo foi de 0,2mL/minuto e o volume de amostra injetado foi de 10uL.

A identificacdo dos carotendides e flavondides foi realizada por comparacao dos tempos
de retencdo, co-cromatografia e com os espectros de absor¢do com padrdes. A quantificacio foi
por padronizacdo externa. Curvas de calibragdes foram construidas pela injecdo, em triplicatas,
de solucdes-padrao em cinco concentragdes crescentes, cobrindo a faixa de concentracdo

esperada nas amostras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Estabilidade dos carotenoides e flavondides microencapsulados por spray drying.

As embalagens comerciais de polietileno transparente utilizadas no estudo de estabilidade
apresentaram espessura média de 38 + 1um e alta permeabilidade ao oxigénio atmosférico (5740
+ 130cm3.m'2.dia'l). A intensidade média de luz incidida foi de 345 +10lux, com transmissao de
luz (300-800nm) de 85 = 3%, através do filme plastico. Estes parametros demonstram que o
experimento de fotodegradacdo de carotendides e flavondides da polpa de pitanga liofilizada e

microencapsulada se deu em condi¢des de alta disponibilidade de oxigénio e de luz.
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A polpa liofilizada apresentou a mais baixa atividade de &dgua (0,23 = 0,01a,). As
microcdpsulas confeccionadas com amido modificado (0,41 + 0,01a,) e maltodextrina (0,40 +
0,02a,) e goma arabica (0,38 + 0,01a,) ndo diferiram significativamente em suas a,. Os teores de
umidade iniciais variaram de 8-12% nas amostras liofilizadas e microencapsuladas.

O modelo cinético de primeira ordem foi o que melhor se adequou a degradacdo dos
carotendides da polpa de pitanga liofilizada e microencapsulada. Na polpa liofilizada, o licopeno
apresentou um periodo de inducdo de cerca de 10 dias (Figura 1). Este periodo de inducao
também foi observado por PADULA e RODRIGUEZ-AMAYA (1999) em sistema modelo com

licopeno padrao.

— 00 — 00
= £
o 130 o 150
m (=)
= =
= 400 =100
B £
g o o 50
L]
] 0 4 T T T T 1 3 a - N -.‘. - L & &
i 10 20 30 40 S0
a 10 2 30 40 0
Tempo [dias] Terpo [ dias )
a h
g 200 g 200
£ 150 o150
& =
=
= 100 T o
2 [
2 s & 50
- _* - -‘ _ o 3 -
k=] LY IR R = - - e
£ 4l . : e — 5 g . R e
0 10 20 20 40 S0 0 10 z0 30 410 0
Termpo [das ] Tempo [dias)
C
d

Figura 1. Concentragdo de licopeno em polpa de pitanga (a) liofilizada, (b) microencapsulada em
maltodextrina, (c) microencapsulada em amido modificado, (d) microencapsulada em goma

arabica: total (#) externo (A) e interno (m).
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A fotoxidagdo do licopeno se deu, predominantemente, nas superficies externas das
microcdpsulas por até 30 dias de estocagem. No final do periodo experimental as concentragdes
do licopeno da polpa microencapsulada foram superiores e diferiram significativamente das
amostras liofilizadas. A perda de licopeno na polpa liofilizada apds 50 dias de estocagem foi de
70%, enquanto que nas microcapsulas de maltodextrina, amido modificado e goma arédbica estas
perdas chegaram, no maximo, a 40%.

A degradacdo da P-criptoxantina, do [-caroteno e da luteina na polpa de pitanga
liofilizada e microencapsulada sao apresentadas nas Figuras 2, 3 e 4. Observam-se dois
momentos sequenciais na cinética de primeira ordem. No primeiro momento, a redu¢ao nas
concentracdes dos carotendides se deu predominantemente com a fotoxidacdo dos carotendides

externos, num periodo que variou de 20 a 40 dias.
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Figura 2. Concentracdo de p-criptoxantina em polpa de pitanga (a) liofilizada, (b)
microencapsulada em maltodextrina, (c¢) microencapsulada em amido modificado, (d)

microencapsulada em goma ardbica: total (#) externo (A) e interno (m).
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No segundo momento observa-se uma reducio continua, porém em propor¢des menores.

Este comportamento cinético também foi observado por DESOBRY et al. (1997, 1999), por

MATIOLI e RODRIGUEZ-AMAYA (2002) e por BARBOSA et al. (2005).
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Figura 3. Concentracdo de B-caroteno em polpa de pitanga (a) liofilizada, (b) microencapsulada

em maltodextrina, (c) microencapsulada em amido modificado, (d) microencapsulada em goma

arabica: total (#) externo (A) e interno (m).

A goma ardbica foi a material de parede que mais protegeu o [B-caroteno e a [-

criptoxantina durante a estocagem das microcdpsulas. As reten¢des destes carotendides foram de

até 70% dos valores iniciais.

Os carotendides efetivamente microencapsulados (internos nas microcdpsulas) foram os

que apresentaram as melhores estabilidades em todo o periodo experimental e para todos os
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materiais de paredes pesquisados. Estes resultados indicam que a microencapsulacdo da polpa de

pitanga protege os carotendides da acdo da luz e do oxigénio.
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Figura 4. Concentracdo de luteina em polpa de pitanga (a) liofilizada, (b) microencapsulada em
maltodextrina, (c) microencapsulada em amido modificado, (d) microencapsulada em goma

arabica: total (#) externo (A) e interno (m).

Todos os carotendides da polpa de pitanga microencapsulada apresentaram uma maior
redug@o nas concentragdes, nos primeiros dias de estocagem e em todos os materiais de parede.
Ao contrario do que se pode ver para os carotendides, os flavondides da polpa de pitanga
microencapsulada (Figura 5) ndo apresentaram perdas iniciais acentuadas. No entanto, estas

perdas prevaleceram em todo o periodo de estocagem.
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Figura 5. Concentracdes de quercetina (m) miricetina (¢) e kaempferol (A) em polpa de pitanga
liofilizada (a) e nas microcdpsulas de maltodextrina (b), amido modificado (c) e goma ardbica
(d).

As degradacdes dos flavondides se adequaram ao modelo cinético de ordem zero. A
microencapsulacdo por spray drying reduziu as concentracdes iniciais da quercetina, flavonéide
majoritdrio, em relacdo a polpa de pitanga liofilizada.

Apd6s 50 dias de estocagem na presenca de luz e oxigénio, as concentracdes dos
flavondides nas polpas de pitangas microencspsuladas foram maiores e diferiram
significativamente em relagdo aos encontrados nas polpas liofilizadas. A miricetina manteve as
maiores concentracdes na polpa de pitanga microencapsulada em goma ardbica em todo o
periodo experimental e ao término sua concentracdo foi de 34ug/g em base seca, diferindo

significativamente com a sua concentracdo na polpa liofilizada (28ug/g em base seca). O
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kaempferol, flavon6ide minoritario, foi o que mais degradou durante os 50 dias de exposicado a
luz e ao oxigénio, com redugdes de 47-55% nas microcapsulas e de 72% na polpa liofilizada.

Os parametros cinéticos da fotoxidagao dos carotendides e dos flavondides da polpa de
pitanga liofilizada e microencapsulada sao apresentados na Tabela 1. As constantes de velocidade
(k) de fotoxidacdo dos carotendides localizados nas superficies das microcdpsulas de pitanga
resultaram em menores tempos de meia vida (t;,). As taxas de degradacdo (pg.dia™’) destes
carotendides foram maiores que os internos, em todos os materiais de paredes, com tempos de
meia vida variando de 4-19 dias, sendo que as microcdpsulas de goma ardbica foram as que
apresentaram as menores taxas de degradagdo e os maiores tempos de meia vida.

Houve pequena diferenca nos parametros cinéticos para a degradacdo dos carotendides
totais entre as microcapsulas confeccionadas com goma ardbica e maltodextrina, mas observa-se
uma tendéncia de maiores taxas de degradacdo e menores tempos de meia vida para os
carotendides totais nas microcdpsulas de amido modificado

De modo geral, os flavondides tiveram tempos de meia vida maiores que os carotendides
e em todas as microcapsulas. Para a miricetina e a quercetina da polpa de pitanga
microencapsuladas, os pardmetros cinéticos ndo indicam diferencas marcantes entre os materiais
de parede utilizados.

Pouca variagdo nas taxas de degradacdo e nos tempos de meia vida (47< t;/,<68) foram
obtidas para a miricetina e o quercetina. O kaempferol apresentou maiores taxas de degradacdes e

menores tempos de meia vida (28< t;,,<54).
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Tabela 1. Pardmetros cinéticos da fotodegradacdo de carotendides e flavondides da polpa de pitanga
microencapsulada e liofilizada.

Polpa de pitanga Ordem Constante de Velocicliadede Tempo de meia Coeficiente d(;
Cinética reacdo (pg.dia) vida (dias) Correlagdo (RY)
Liofilizada
Licopeno Primeira 0,023 30 0,90
B-Caroteno Primeira 0,054 13 0,97
B-Criptoxantina Primeira 0,045 16 0,99
Luteina Primeira 0,016 45 0,96
Miricetina Zero 1,201 37 0,97
Quercetina Zero 1,316 35 0,98
Kaempferol Zero 1,438 28 0,92
Microencapsulada
Maltodextrina
Licopeno Total Primeira 0,010 68 0,98
Externo Primeira 0,036 19 0,97
B-Caroteno Total Primeira 0,008 87 0,98
Externo Primeira 0,054 13 0,97
B-Criptoxantina Total Primeira 0,007 99 0,98
Externo Primeira 0,042 17 0,97
Luteina Total Primeira 0,009 79 0,98
Externo Primeira 0,052 13 0,97
Miricetina Zero 0,754 68 0,99
Quercetina Zero 0,881 58 0,92
Kaempferol Zero 0,927 53 0,98
Amido modificado
Licopeno Total Primeira 0,011 63 0,98
Externo Primeira 0,060 12 0,97
B-Caroteno Total Primeira 0,010 69 0,98
Externo Primeira 0,176 3,9 0,97
B-Criptoxantina Total Primeira 0,011 63 0,98
Externo Primeira 0,046 15 0,97
Luteina Total Primeira 0,013 52 0,98
Externo Primeira 0,154 4,5 0,97
Miricetina Zero 0,899 56 0,99
Quercetina Zero 0,799 62 0,98
Kaempferol Zero 0,942 54 0,99
Goma arabica
Licopeno Total Primeira 0,010 67 0,98
Externo Primeira 0,062 11 0,97
B-Caroteno Total Primeira 0,009 80 0,98
Externo Primeira 0,100 6,9 0,97
B-Criptoxantina Total Primeira 0,007 105 0,98
Externo Primeira 0,099 7 0,97
Luteina Total Primeira 0,010 71 0,98
Externo Primeira 0,051 14 0,97
Miricetina Zero 1,015 47 0,96
Quercetina Zero 0,919 51 0,97
Kaempferol Zero 1,062 44 0,98
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4. CONCLUSAO

A microencapsula¢do conferiu maior estabilidade aos carotendides e aos flavondides de
polpa de pitanga durante a estocagem em condicdes de alta exposicdo ao oxigénio e luz, quando
comparado a polpa liofilizada. Mesmo considerando as perdas iniciais inerentes ao tratamento
térmico no processo de secagem por spray drying, a goma ardbica foi o material de parede com
maior eficiéncia da microencapsulacio da polpa de pitanga e promoveu maior estabilidade

durante a estocagem.
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CAPITULO 6

Efeito da alta pressao hidrostatica nos carotenoides da polpa
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JOSE EMILSON MACEDO FERREIRA
DELIA B. RODRIGUEZ-AMAYA
AMAURI ROSHENTAL

Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Departamento de

Ciéncia de Alimentos, Campinas, SP, Brasil.

117



RESUMO

O processamento sob alta pressao hidrostatica (APH) é uma tecnologia ndo térmica que vem
sendo pesquisada e utilizada pela industria de alimentos, pois pode inativar microrganismos,
desnaturar enzimas e estender a validade dos alimentos, a0 mesmo tempo em que preserva
melhor os atributos como a cor, sabor e valor nutricional, sendo indicada para alimentos
funcionais ricos em compostos bioativos termossensiveis. O caja (Spondias mombin L.) é um
fruto carotenogénico nativo das regides Norte e Nordeste do Brasil, muito comercializado na
forma de polpa para a fabricagdo de sorvetes e sucos. Foram avaliados os efeitos das condi¢des
de tempo e pressdes usadas na APH nos teores e na isomerizacdo dos carotendides da polpa de
caja, utilizando a metodologia de superficie de resposta. As amostras-controle (ndo pressurizadas)
e as pressurizadas ndo diferiram significativamente nas concentracdes dos trans-carotendides,
embora houve uma tendéncia de decréscimo nestes isdmeros. As concentracoes dos cis-isOmeros
foram significativamente maiores nas amostras pressurizadas, com exce¢do do B-caroteno. Acima
de 400MPa e por mais de 15 minutos de pressurizacdo, fica mais evidente a tendéncia de reducao
da forma trans em todos os carotendides estudados e de modo inverso, uma elevacdo das

concentracdes de cis-carotendides na polpa de cajd pressurizada.

Palavras chaves: Caj4; alta pressao hidrostatica; carotendides.
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ABSTRACT

High hydrostatic pressure (HHP) processing is a non-thermal technology that has been
investigated and utilized by the food industry because it can inactivate microorganisms, denature
enzymes and extend the shelf-life of foods, while preserving better such attributes as color, flavor
and nutritional value, therefore more appropriate for functional foods rich in heat-sensitive
bioactive compounds. Caja (Spondias mombin L.) is a carotenogenic fruit native to the Northern
and Northeastern regions of Brazil, marketed in the form of pulp for the fabrication of ice creams
and juices. The effects of HHP conditions (time and pressure) on the levels and isomerization of
the carotenoids of the pulp of this fruit were evaluated, using Response Surface Methodology.
The control (not pressurized) and pressure-treated samples did not differ significantly in the
concentrations of the tranms-carotenoids, although there was a tendency of these isomers to
decrease. With the exception of B-carotene, cis-isomers were significantly higher in the pressure-
treated samples. The tendency of the frans-form of all the carotenoids studied to decrease and,
inversely, the elevation of the concentrations of the cis-carotenoids became more evident above

400MPa and more than 15 minutes of pressurization.

Key words: Caja, high hydrostatic pressure, carotenoids.
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1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, os consumidores julgam a qualidade dos alimentos baseados em seus
atributos sensoriais e nutricionais (por exemplo, textura, sabor, aroma, cor, teor de vitaminas) que
juntamente com a validade, a seguranca e o pre¢o determinam a preferéncia individual por
produtos especificos (NORTON e SUN, 2008). A procura por alimentos cada vez mais saudaveis
e prontos para o consumo abre espago para pesquisa de novas tecnologias que possam preservar a
qualidade das matérias primas.

O potencial da tecnologia da APH vem chamando a aten¢do para aplicagdes pela industria
de alimentos. Semelhante ao tratamento térmico, a APH inativa microrganismos, desnatura
enzimas e estende a validade dos alimentos. Ao mesmo tempo, preserva melhor os atributos
como a cor, sabor e valor nutricional (OEY et al., 2008), sendo indicada para alimentos
funcionais ricos em compostos bioativos termossensiveis (CAMPOS et al. 2003). Os efeitos da
APH sobre ligacdes ndo-covalentes como pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas e interagdes
hidrofébicas, dependem do grau de compressdo e da temperatura inicial do alimento. Por outro
lado, as ligagcdes covalentes sdo pouco afetadas pela APH (BUTZ e TAUSCHER, 2002;
NORTON e SUN, 2008; OEY et al., 2008).

A APH se adequa melhor a alimentos fluidos como leite (PFLANZER et al., 2008), vinho
(CORRALES et al. 2008), e principalmente sucos e polpas de frutos como uva (DEL POZO-
INSFRAN et al. 2007), tomate (FERNANDEZ GARCIA et al., 2001; KREBBERS et al., 2003;
SANCHEZ-MORENO et al., 2006; QIU et al., 2006; HSU, 2008; HSU et al. 2008; PATRAS et
al. 2009), laranja (BUTZ et al., 2003; 2004; POLYDERA et al. 2003; 2005a; 2005b; SANCHEZ-
MORENO et al. 2003), groselha (KOUNIAKI et al. 2004), maca e brocolis (HOUSKA et al.

2006) e melao (WOLBANG et al. 2008).
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O Brasil dispde de uma grande diversidade de frutas tropicais nativas. A espécie Spondias
mombin L. é uma arvore frutifera pertencente a familia Anacardiaceae, sendo encontrada nos
mais variados tipos de vegetacdo, com maior frequéncia na mata atlantica e floresta amazonica,
principalmente nos estados do Norte e Nordeste (SAMPAIO et al., 2007). Atualmente, encontra-
se amplamente disseminado em quase todo o Brasil. Na Amazonia, esta fruta é conhecida por
taperebd; em Sao Paulo e Minas Gerais, por cajazeira mitda e caja pequeno; nos estados do Sul
por cajazeira ou caja mirim e na maioria dos estados do Nordeste, onde ocorre espontaneamente
em condicdes silvestre, é conhecido por caja (BOSCO et al., 2000). Em Pernambuco, esta espécie
apresenta alta diversidade genética (SILVA et al., 2009). Logo, as caracteristicas fisicas e
quimicas dos frutos variam muito em fun¢do do gendtipo. Sua comercializagdo se da para o
consumo de fruta fresca ou como polpa congelada para o preparo de sucos, picolés, sorvetes,
néctares e geléias (SOARES et al., 2006).

O caja um fruto carotenogénico cuja cor € devida a presenga de carotendides. O
carotendides majoritdrio neste fruto € a B-criptoxantina, mas apresenta ainda o B-caroteno, a
luteina, o a-caroteno, e a zeinoxantina (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 1989; GODOY e
RODRIGUEZ-AMAYA, 1994; HAMANO e MERCADANTE, 2001)

Pela sua alta insaturacdo, estes compostos sdo susceptiveis a oxidacdo e isomerizacao.
RODRIGUEZ e RODRIGUEZ-AMAYA (2007, 2009) apresentaram evidéncias para -caroteno
e licopeno que a oxidacdo se inicia com a formagdo de epoxicarotendides de apocarotenais e é
acompanhada por isomerizacdo de trans-carotendides para cis-carotendides. Ambos isdmeros sao
sujeitos a oxidacao.

Os efeitos da APH na estabilidade e isomerizagdo dos carotendides precisam ser melhor

investigados e os resultados comparados com os de produtos obtidos por processos convencionais
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(SCHIEBER e CARLE, 2005). Portanto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos da
APH nos carotendides da polpa de caja (Spondias mombin L.), utilizando a metodologia de

superficie de resposta (MSR).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras e tratamento por APH. A polpa de caja (Spondias mombin L.) sem tratamento
térmico foi fornecida por industria processadora de sucos localizada no Estado de Sergipe, sendo
acondicionada em embalagens plésticas e congelada. Em seguida, foi transportada para a Planta
Piloto da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro, onde foi mantida a —18°C. Apds
descongelamento, a polpa de caja foi dividida em por¢des de S0mL e acondicionada em
embalagens plasticas de polietileno resistentes a pressao e termosseladas com a retirada do ar. As
embalagens foram previamente esterilizadas por irradiacao.

O processamento da polpa de caja por APH foi realizado no equipamento isostético
Stansted Food Lab 9000 (Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra), com camara de pressao
de 250mL de capacidade nominal e pressdo de operacdo maxima de 900MPa. As polpas
embaladas foram imersas em uma solucdo de dgua e etanol (30/70 v/v) como meio de
pressurizacdo. Os ensaios foram realizados na Planta Piloto II da Embrapa Agroindustria de
Alimentos, Rio de Janeiro.

2.2. Reagentes e padroes. No preparo dos extratos e obtencdo de padrdes de carotendides, foram
utilizados acetona, éter etilico e éter de petréleo, grau PA da Labsynth Ltda. Sdo Paulo/SP. Para
as fases moveis das andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram utilizados

acetonitrila, metanol e acetato de etila, grau cromatografico (Mallinckrodt Baker, Philipsburg,
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EUA). A fase movel foi filtrada em filtro de politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore (Sao
Paulo, SP), com poros de 0,22pum de didmetro.

Para obtencdo de padrdes de carotendides foi utilizada a metodologia descrita por
KIMURA e RODRIGUEZ-AMAY A (2002), para isolamento por cromatografia em coluna aberta
e o grau de pureza avaliado por CLAE.

2.3. Planejamento experimental. O delineamento experimental por metodologia de superficie
de resposta (MSR) foi realizado com 11 ensaios (tratamentos) executados por ordem de sorteio,
variando-se a pressdo de 157 a 441MPa e o tempo de 3 a 17 minutos (Tabela 1). A composicao
das duas varidveis independentes (a pressao hidrostitica e o tempo) foi estudada em esquema
fatorial 2 no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com trés repeti¢des no ponto
central e 4 ensaios nas condi¢des axiais (Tabela 2). As amostras-controle (ndo pressurizadas) e
as pressurizadas da polpa de caja foram analisadas em triplicatas. A superficie de resposta foi
representada pelo modelo matemaético apresentado por RODRIGUES e IEMMA (2005). Foi feita
a andlise de variancia (ANOVA) com o teste de F (nivel de significancia de 5%) para se
determinar a significancia, utilizando-se o “Software Statistic for Windows”, na versdo 7.0 da
STATSOFT. Para a comparacdo entre as médias, foi utilizado o Teste de Tukey no nivel de

significancia de 5%.

Tabela 1. Niveis codificados para as varidveis independentes do delineamento experimental

aplicado a polpa de cajd processada a APH.

( Niveis codificados
VARIAVEL
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Pressdo hidrostatica (MPa) 157 200 300 400 441
Tempo (minutos) 3 5 10 15 17
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2.4. Determinacao de carotendides. Apds o descongelamento, as polpas de caja foram pesadas
(3g) e os carotendides foram extraidos com acetona fria, seguido de particio em éter de petréleo
com éter etilico, saponificacdo (10% KOH durante a noite em temperatura ambiente € no escuro),
lavagem com dgua e concentracdo em rotaevaporador, conforme metodologia descrita por
RODRIGUEZ-AMAYA (1999). Os extratos foram secos sob fluxo de nitrogénio e logo antes da
injecdo no cromatégrafo, foram dissolvidos em 1-3mL de acetona, grau HPLC, filtrados em filtro
de politetrafluoretileno (PTFE), e uma aliquota de 10uL foi injetada.

As andlises cromatograficas dos carotendides foram realizadas em um moédulo de
separacdo da Waters (modelo 2690, Milford, EUA), equipado com injetor automdtico, bomba
quaterndria, degasseificador a vacuo para 4 canais e detector de arranjo de diodos UV-visivel
(modelo Waters 996), controlados do “software” Millenium (versdo 2010). Foi utilizada uma
coluna monomérica C18, Spherisorb ODS2, (4,6 x 150mm, 3um). A detec¢do foi feita no
comprimento de onda maximo para cada carotendide. A fase mével foi composta por metanol,
acetato de etila e acetonitrila, todos com grau HPLC e nas propor¢des iniciais de 10:0:90
mudando para 20:20:60, em gradiente concavo (curva 10) em 60 minutos. O fluxo foi de
0,5mL/min e o reequilibrio se deu em 15 minutos.

A identificacdo dos carotendides foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo, co-
cromatografia com padrdes e pelos espectros de absorcdo. A quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa. Curvas de calibracdo foram construidas pela injecdo, em triplicatas, de
solugdes-padrdo em cinco concentracOes crescentes de cada carotendide, cobrindo a faixa de

concentragdo esperada nas amostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo dos efeitos da APH sobre os carotenos e xantofilas da polpa de cajd, foram
escolhidos o [-caroteno, a-caroteno, [B-criptoxantina e luteina por serem os carotendides
majoritarios. As concentracdes destes carotendides em suas formas trans e cis sao apresentadas
na Tabela 2. Embora houvesse uma tendéncia de diminuicdo com o processamento de APH, as
concentracdes de todos os trans-carotendides nao diferiram significativamente entre as amostras
pressurizadas e as amostras-controle. Resultados semelhantes foram obtidos por FERNANDEZ-
GARCIA et. al. (2001) e por BUTZ et al. (2002; 2003) com tomate submetido a 600MPa.
HOUSKA et al. (2006) ndo obtiveram mudanca significativa no teor de carotenos em suco de
maca com brdcolis pressurizado a 500MPa por 10 minutos e estocado por até 34 dias. Entre 500 e
800MPa FERNANDEZ-GARCIA e BUTZ (2001) também ndo obtiveram mudancas
significativas nos teores de -caroteno e a-caroteno em suco misto de laranja, meldo e cenoura.

O estudo da isomerizacdo foi dificultado pelas baixas concentra¢des dos cis-isdmeros,
uma vez que estes isdmeros sofrem oxidacdo na medida em que sdo formados. No entanto,
algumas tendéncias podem ser observadas. As concentragdes de cis-isOmeros nas polpas de caji
pressurizadas foram estatisticamente maiores em relacdo a polpa nio pressurizada, exceto para o
B-caroteno que mesmo com concentracdes menores, a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Este resultado indica que a pressurizac@o da polpa de cajd entre 157 e 441MPa em
intervalos de tempo de 3 a 17 minutos provoca isomeriza¢do. QIU et al. (2006) ndo observaram
mudancas significativas nas concentracdes do 13-cis-licopeno em polpa de tomate submetida a
600MPa por 12 minutos e BUTZ et al. (2002) ndo detectou a presenga de cis-f-caroteno e de cis-
licopeno em tomate in natura pressurizado em condicdo isobdrica por 60 minutos. Estes

resultados indicam que os efeitos da APH sobre os carotendides variam com a intensidade
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Tabela 2. Delineamento composto central rotacional (DCCR) na otimizacao das concentragdes de carotendides da polpa de caja

submetida a alta pressao hidrostética.

Pressio  Tempo Concentragdo (ug/g peso timido)”
a minutos -Criptoxantina -Caroteno a-Caroteno uteina
Trans cis Trans cis Trans cis Trans cis
Controle 0,1 0 162+0,1* 08+02" 18+01* 08+02*° 11+0,1° 0,1£0,0° 42+0,1° 05+02°
8 157 10 162+0,1* 09+0,1" 1,8+01* 08+0,1* 10+0,0° 02 00" 39+0,1° 09+0,2°
1 200 5 16,1 £0,1* 1,0+0,1® 1,8+0,0* 08+0,1* 10+0,0° 02+0,0" 40+0,1° 09£0,0°
2 200 15 155+02% 1,7+04® 1,8+01* 0802 10+0,0*° 03+0,1° 40+0,0*° 09+0,1°
11 300 3 16,1 £0,1* 09+04® 1,8+01* 08+0,0° 10+0,0*° 02+0,0" 4,0+0,1° 09+0,1°
5 300 10 160+02* 1,1£03® 1,8+0,1* 08+0,1* 09+0,0° 03+00° 39+00"° 1,0£02°
6 300 10 157+0,0* 1,4+00° 1,8+00*° 08+0,0*° 10+0,0*° 03+00° 40+0,1° 1,0£02°
7 300 10 160+0,1* 1,1 £04® 18%0,1* 08%0,0° 10+0,0*° 04+00° 40+00"° 09+0,1°
9 300 17 157+0,1* 1,5£0,7° 1,7+0,0* 09+0,1* 09+0,0*° 04+00° 40+0,1° 1,0£0,0°
3 400 5 155+03* 1,701 1,8+01* 08+0,1* 10+0,1° 03+0,1* 39+0,0"° 1,0+£0,1°
4 400 15 151+£09° 22+1,0° 1,7+0,0* 09+0,1* 10£0,0* 04+0,1° 39+0,1° 1,0+0,0°
10 441 10 154+04* 21405 1,7+01* 09+0,1* 10+0,0° 04+0,1° 40+0,1° 1,1£0,1°

E3 7 1. N ~ . N N 1+ N ~ . . .. P
Meédia e desvio padrdo de analises em triplicatas; médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente a nivel de 5%.
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do tratamento, com o tipo e a natureza/integridade da matriz alimentar e com os carotendides
envolvidos.

Nos demais trabalhos, ndo foi realizada a separacio dos isémeros (FERNANDEZ
GARCIA et al., 2001; KREBBERS et al., 2003; SANCHEZ-MORENO et al., 2006; PATRAS et
al., 2009; HSU, 2008; HSU et al., 2008). A distincao entre isdmeros geométricos € importante
em relacdo a saide uma vez que estes sdao absorvidos e metabolizados diferentemente pelo corpo
humano (STAHL et al.,1992; GAZIANO et al., 1995; STAHL et al., 1995; SCHIERLE et al.,
1997). Outros pesquisadores (BUTZ et al., 2003; HOUSKA et al., 2006; PLAZA et al., 2006)
observaram a elevagdo da concentracdo dos carotendides em amostras pressurizadas. Uma vez
que ndo ha possibilidade de haver biossintese de carotendides durante o processamento, este
aumento foi atribuido a maior extractabilidade dos carotendides.

Conforme podem ser vistos nas Tabelas 3 e 4, os coeficientes de regressdo, de
determinacdo (R?) e os valores de F ndo permitem gerar superficies de respostas para as respostas
obtidas para trans a-caroteno, trans luteina e para os cis P-criptoxantina. Mesmo assim, para
melhor visualizacdo das tendéncias de alteragcdes, foram geradas as superficies de resposta
(Figura 1). Acima de 400MPa e por mais de 15 minutos de pressurizacdo, fica mais evidente a
tendéncia de redugdo da forma trans em todos os carotendides estudados e de modo inverso, uma
elevacao na formacdo de cis-carotendides na polpa de caja pressurizada.

4. CONCLUSAO

A estabilidade dos carotendides em alimentos submetidos a APH depende do bindmio
pressdao/tempo. H4 uma tendéncia de diminui¢do de trans-carotendides, porém em grau muito
menor que nos processamentos convencionais, especialmente os térmicos. Ocorre, no entanto, a

isomerizagdo de trans-carotenoides para cis-carotendides.
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Tabela 3 — Estimativa dos coeficientes de regressdo do modelo polinomial quadratico e significancia (p-valor), para as respostas
da tecnologia de alta pressdo hidrostatica na polpa de caja.

B-criptoxantina

B-caroteno

g-caroteno

Luteina

trans

trans

cis

trans

cis

trans

cis

Coeficiente p-valor Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Coeficiente p-valor

Bo
Bi
Bui
B2
55
Br2

15,90

-0,27

-0,13

-0,20

-0,08

0,05

<0,0001

0,2223

0,2540

0,0615

0,4744

0,6825

1,20

0,36

-0,28

-1,18

0,3814

0,6563

0,7701

0,1853

0,1409

0,9650

1,80

-0,03

-0,03

-0,03

-0,02

-0,03

<0,0001

0,0055

0,0592

0,0055

0,0592

0,0414

0,80

0,03

0,02

0,03

0,02

0,03

<0,0001

0,0055

0,0593

0,0055

0,0593

0,0414

0,98

-0,01

0,01

-0,00

0,00

-0,01

<0,0001

0,1972

0,6202

0,1463

0,8107

0,6624

0,33

0,06

-0,02

0,06

-0,02

0,00

<0,0001

0,0087

0,3778

0,0087

0,7778

1,000

3,97

-0,01

-0,02

0,00

0,01

0,80

<0,0001

0,7699

0,6274

1,0000

0,7272

0,0000

0,97

0,06

0,01

0,02

-0,02

0,00

<0,0001

0,0156

0,6244

0,3406

0,4983

1,0000

Tabela 4 — Equacdes que representam a resposta em fun¢ao da pressao hidrostética (X;) e do tempo de pressurisacao (X»).

Resposta Equacio Y = (média) (valores X; e X, codificados) R’ FeaL Frag (0, Vi, Vi)
B-criptoxantina trans Y =15,90-0,27 X, 0,81 99,43 5,05
cis 0,50 5,73 5,05
B-caroteno trans Y =1,80-0,03 X, — 0,03 X, — 0,03 X,’ 0,96 62,63 5,05
cis Y =0,80 + 0,03 X, +0,03 X, + 0,03 X,’ 0,96 2933 5,05
a-caroteno trans e 0,54 5,73 5,05
cis Y =0,03 + 0,03 X, 0,89 36,65 5,05
Luteina trans e 0,09 0,50 5,05
cis Y =097+ 0,60 X, 0,74 14,84 5,05

R? - coeficiente de determinacdo; Fcap = (quadrado médio da regressdo/quadrado médio de residuo); a — nivel de significancia (5%); Vg — graus de liberdade da regressao;

V, - guaus de liberdade do residuo.
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Figura 1. Superficie de resposta das concentra¢des de B-criptoxantina (1), B-caroteno (2),
a-caroteno (3) e luteina (4) total (a) trans (b) e cis (¢) da polpa de caja submetida a APH.
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RESUMO

As frutas tropicais vém atraindo a atencdo do mercado internacional, ndo apenas por seus
sabores e formas exoéticas, mas pelos valores nutricionais e funcionais. Os processos de separacao
por membranas como a microfiltracdo (MF), a ultrafiltracdo (UF) e a osmose inversa (OI) surgem
como alternativas aos métodos tradicionais de processamento de sucos e polpas de frutas. A
goiaba vermelha, a pitanga e o tomate sdo frutos ricos em licopeno e outros carotendides, e
contém flavondides e acido ascérbico. Avaliar o comportamento destes compostos bioativos em
sucos microfiltrados foi o objetivo deste trabalho. Nao houve a permeacdo dos carotendides
através da membrana filtrante, concentrando-se no retentado em valores significativamente
superiores aos encontrados nas frutas in natura. Mesmo com permeacao dos flavonoides através
das membranas, as concentra¢des no retentado foram duas vezes maiores para os trés frutos em
estudo, em relacdo aos obtidos nos permeados. O 4cido ascérbico foi o composto que mais
permeou. No entanto, houve perdas em todas as etapas de processamento. Nas etapas de
despolpamento e no tratamento enzimdtico foram observadas redugdes nas concentracdes dos
carotendides, flavondides e dcido ascorbico em relacdo as suas concentracdes nas frutas in

natura.

Palavras chave: Goiaba; pitanga; tomate; microfiltracio; carotendides; flavondides; vitamina C.
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ABSTRACT

Tropical fruits are attracting attention in the international market, not only because of their exotic
flavors and forms, but by their nutritional and functional values. Separation processes, such as
microfiltration (MF), ultrafiltration (UF) and reverse osmosis (RO) have emerged as alternatives
to traditional methods of processing fruit juices and pulps. Red-fleshed guava, pitanga and
tomato are fruits rich in lycopene and other carotenoids, flavonoids and ascorbic acid. This work
had the objective of evaluating the comportament of these bioactive compounds in microfiltered
juices of these fruits. Carotenoids did not permeate through the membrane, concentrating instead
in the retentates at concentrations significantly superior to those of the fresh fruits. Although
flavonoids permeated through the membrane, their concentrations in the retentates of the three
fruits were twice those in the permeates. Ascorbic acid was the compound that permeated more.
However, there were losses in all steps of the processing. In the pulping and enzymatic treatment,
reductions in the concentrations of carotenoids, flavonoids and ascorbic acid were observed, as

compared to the fresh fruits.

Key words: Guava, pitanga, tomato, microfiltration, carotenoids, flavonoids, vitamin C.
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1. INTRODUCAO

Nos udltimos anos cresceu o interesse dos consumidores pelas frutas e hortalicas por serem
fontes de compostos bioativos responsdveis pela redu¢do do risco de doencas cOnicas nao
transmissiveis como cancer e doencas cardiovasculares. Dentre estes compostos de interesse, 0s
carotendides, os flavondides e a vitamina C sdo importantes e t€ém efeitos aditivos ou até
sinergisticos contra estas doencas. De fato, as evidéncias cientificas para alimentos,
especialmente frutas e hortalicas, sdo muito mais fortes e convincentes do que para compostos
bioativos isolados (RODRIGUEZ-AMAYA e AMAYA-FARFAN, 2008).

Frutas tropicais vém atraindo a aten¢do do mercado internacional, ndo apenas por seus
sabores e formas exoticas, mas pelos valores nutricionais e funcionais de suas polpas e sucos. No
entanto, hd limitagcdes quanto a escala de producdo e de processamento que preservem os seus
ingredientes funcionais com as tecnologias de processamento adotadas.

As membranas filtrantes t€ém aplicacdo na indudstria de alimento no tratamento de
efluentes (CHANG et al., 2002; LIANG et al., 2010), na concentracao de constituintes do leite e
do soro (FARIZOGLU et al., 2004; SADDOUD et al., 2007, ESPINA, et al., 2008), na
clarificacdo de sucos e bebidas (GAN et al., 2001; SILVA et al., 2005; LI, et al., 2010) e na
purificacdo de dgua (SUI, et al., 2003).

Nos processos tradicionais de filtracdo de sucos de frutas, cerveja e vinho, as particulas
em suspensao sao filtradas perpendicular a membrana o que resulta no entupimento répido e na
reducdo do fluxo. Na microfiltracdo o fluxo € tangencial a superficie de filtracdo, o que torna o
processo mais rapido e eficiente. Sendo um processamento ndo térmico, a MF pode ser uma
alternativa interessante para frutas, com a justificativa de preservar melhor as suas substancias

bioativas.
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Esta pesquisa teve como objetivo estudar o comportamento de carotendides, flavondides e

da vitamina C nas etapas da microfiltracdo de polpa de tomate, goiaba e pitanga.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras e enzimas. As goiabas e os tomates foram adquiridos na Central de
Abastecimento de alimentos - CEASA/Campinas — SP. As pitangas foram colhidas em pomares
domésticos na regido de Nordeste do Brasil. No tratamento enzimatico, foram utilizadas enzimas
pectinoliticas comerciais (Pectinex, Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) produzidas por linhagem
selecionada de Aspergillus aculeatus, com predominancia da -glucanase e pequenas quantidades
de xilanases, hemicelulases e celulases.

2.2. Reagentes e padroes. Os dcidos formico, ascérbico e cloridrico, acetona, éter etilico e éter
de petréleo de grau analitico foram adquiridos da Labsynth Ltda. (Sdo Paulo, SP). Acetonitrila,
metanol e acetato de etila grau HPLC foram da Mallinckrodt Baker (Philipsburg, EUA). Todas as
fases moveis foram filtradas em filtros de politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore (Sao Paulo,
SP), com poros de 0,22um de didmetro. Os padrdes de miricetina, quercetina e kaempferol foram
da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). As solucdes estoque dos padrdes foram preparadas
pela dissolucdo de cada flavondide em metanol grau cromatogrifico, em concentracdo de
aproximadamente 500 pg/mL e conservados a —18°C protegidos da luz e com validade de 2
meses, nestas condi¢des. Os padrdes de carotendides foram isolados por cromatografia em

coluna aberta seguindo metodologia descrita por KIMURA e RODRIGUEZ-AMAY A (2002).
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2.3. Delineamento experimental. Os resultados obtidos das andlises de cada fruta e em todas as
etapas da microfiltracdo foram analisados estatisticamente por ANOVA (p<0,05), com
comparacao das médias (Teste de Tukey, 5%) em programa GraphPad Prism (Versao 2.01).

2.4. Microfiltracdo. ApoOs ensaios prévios, nos quais foram testadas diversas pectinases
comerciais e em diferentes concentracdes, temperaturas e tempos de hidrélise enzimadtica, foi
adotado o procedimento desenvolvido por CLARETO e GARCIA (2007).

As frutas foram selecionadas e lavadas em dgua corrente e desinfectadas em &agua
hiperclorada (15ppm de cloro ativo). No despolpamento, as frutas foram colocadas na
despolpadeira, onde sob agitagdo mecanica foram desintegradas e a polpa passada em peneira de
aco inox (300mesh). O tratamento enzimatico foi entdo realizado com 5 mg/100g da enzima
Pectinex® por 30 minutos 2 40°C. Apés o despolpamento e o tratamento enzimdtico, as polpas de
tomate, goiaba e pitanga foram microfiltradas em equipamento Tia micropilote (Techniques
Industrielles Appliquées, Bollene, Franca), operando com quatro membranas tubulares de
ceramica, em série, com 0,2um de didmetro e perfazendo uma area total de permeacdo de 0,02m?
(Figura 1). A microfiltracdo ocorreu numa pressdo transmembrana de 1,5bar até fator de
concentracao volumétrica 2.

2.5. Determinacao de carotendides. Foram pesadas 1-3g de amostras em cada etapa do
fluxograma (Figura 2). Os carotendides foram extraidos com acetona fria, seguido de particao
para éter de petréleo com éter etilico. A etapa de saponificacdio com KOH 10% durante a noite
em temperatura ambiente e no escuro foi realizada apenas com a polpa de pitanga. Seguiram-se a
lavagem com &4gua e concentracdo em rotaevaporador e remocao do solvente sob fluxo de

nitrogénio conforme metodologia descrita por PORCU e RODRIGUEZ-AMAYA (2004). Os
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extratos foram dissolvidos em 1-3mL de acetona, filtrados em filtro de politetrafluoretileno

(PTFE) 0,22pum de poro e 10uL foram injetados no cromatégrafo.
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Figura 1. Esquema do equipamento de microfiltracio (CLARETO e GARCIA, 2007).

As andlises cromatograficas dos carotenoides foram realizadas em um moédulo de

separacdo da Waters Corp. (modelo 2690, Milford, MA, EUA), equipado com injetor automatico,

bomba quaterndria, degasseificador a vacuo para 4 canais e detector de arranjo de diodos UV-

visivel (modelo Waters 996) , controlados do ‘“‘software” Millenium (versdao 2010) A coluna foi

C18 monomérica Spherisorb ODS2, (4,6 x 150mm, 3um) (Waters Com., Milford, MA. EUA). A

fase mével foi composta por metanol, acetato de etila e acetonitrila, em elui¢do por gradiente

cocavo (curva 10) de 10:0:90 até 20:20:60, em 60 minutos. A vazdo foi de 0,5mL/min e o

reequilibrio se deu em 15 minutos. A deteccdo foi feita no comprimento de onda maximo para

cada carotenoide.
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Figura 2. Fluxograma da microfiltracao de polpa de fruta.

2.6. Determinacao de flavonodides. A 15g de amostra, foram adicionados 25mL de metanol e
10mL de HCI (v/v) com 0,04% de acido ascorbico. Para a polpa de pitanga, a extracdo e hidrélise
dos flavonoides foi realizada com 0,6M HCIl em 40 minutos de hidrélise a 90°C e para a polpa de
goiaba numa concentracdo de 0,6M HCl em 55 minutos de hidrélise a 90°C, conforme
metodologia otimizada por HOFFMANN-RIBANI e RODRIGUEZ-AMAYA (2008). Para a
extracdo/hidrélise do tomate, foi utilizada a metodologia descrita por STEWART et al. (2000)
com 1,2M HCI em 120 minutos de hidrélise a 90°C. Os extratos resfriados foram completados a

50mL com metanol, filtrados em peneira de 130mesh e depois por filtro de politetrafluoretileno
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(PTFE) Millipore de 0,22um de diametro, para andlise por CLAE. As andlises cromatograficas
dos flavondides foram realizadas em moédulo de separagdo da Waters Corp. (modelo 2690,
Milford, EUA), equipado com injetor manual ‘“Rheodyne” (modelo 77251), bomba quaternéria e
degasseificador DG401 a vécuo para 4 canais e detector de arranjo de diodos UV-visivel (modelo
Waters 996), controlados do “software” Millenium (versdo 32). A coluna de separacdo foi o
Symmetry C18 (2,1x150mm, 3,5um) (Waters Corp., Milford, MA, EUA). A deteccao foi fixada
em 370nm e os espectros foram obtidos na faixa de 200 a 600nm. A fase mével foi composta de
metanol e &4gua acidificados com 0,3% de &cido férmico, num gradiente multilinear nas
proporg¢des iniciais de 20:80 alterada para 48:52 em 6 minutos, sendo mantida até 29 minutos.
Em seguida foi mudada para 28:72 em 2 minutos, esta proporcdo mantida até 40 minutos. O
tempo de reequilibrio foi de 20 minutos. O fluxo foi de 0,2mL/minuto. O volume de amostra
injetado foi de 10uL. A identificacio dos carotendides e flavondides foi realizada por
comparagdo dos tempos de retencdo, co-cromatografia e com os espectros de absorgdo,
comparados com padrdes. A quantificacdo foi por padronizacdo externa. Curvas de calibragoes
foram construidas pela injecdo, em triplicatas, de solucdes-padrio em cinco concentragdes
crescentes, cobrindo a faixa de concentracdo esperada nas amostras.

2.7. Determinacao de vitamina C. Adotou-se o método padrao da AOAC (1984), modificado
por BENASSI e ANTUNES (1998) para anélise de vitamina C em amostras (20g). Apds a adi¢dao
de 50mL de solugdo extratora (4cido oxdlico 2%), numa relacdo de 1:2,5 (amostra:solucao
extratora), as amostras foram homogenizadas em homogeneizador polytron (PT-2100,
Kinematica AG, Lucerne, Switzerland) a 11.000rpm. Os extratos foram filtrados em papel de
filtro e uma aliquota de 10mL foi retirada para titulacio com solucdo padronizada de 2,6-

diclorofenilindolfenol (DCFI) 0,01%. O ponto de viragem foi detectado visualmente pela cor
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rosa, com prevaléncia de mais de 5 segundos. Este método se baseia na reducao do corante DCFI
por intermédio do &4cido L-ascérbico, que reage direta e quantitativamente com o corante,
reduzindo-se e oxidando-se ao 4cido dehidroascérbico.

As andlises de carotendides, flavondides e vitamina C foram realizadas em triplicatas,
com amostras coletadas em vdrias etapas do fluxograma de microfiltracio de tomate, goiaba e

pitanga (Figura 2).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes de carotendides, flavondides e de vitamina C nas frutas in natura,
polpas de fruta, polpas submetidas ao tratamento enzimatico, nos retentados e permeados do
tomate, goiaba e pitanga sdo apresentados na Tabela 1.

Nao houve a permeacgdo de licopeno e de B-caroteno de tomate e goiaba e de licopeno,
luteina, B-caroteno e B-criptoxantina da pitanga através da membrana filtrante. Estes carotendides
se concentraram no retentado em torno de duas vezes superiores aos encontrados nas frutas in
natura. Embora ndo tenha sido feita a quantificagdo individual dos carotendides, esta
concentracdo de carotenoides no retentado também foi observada na microfiltracdo de suco de
meldo (VAILLANT et al., 2005), polpa de goiaba (CLARETO e GARCIA, 2007), polpa de
pitanga (ONGARATTO e VIOTTO, 2009) e suco de maracuja (VERA et al., 2009).

Portanto, a microfiltracdo de polpa de frutas carotenogénicas poderia ser utilizada para

concentracao destes compostos, desde que se utilize uma tecnologia complementar que seja
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Tabela 1. Concentragdes de carotendides, flavondides e vitamina C em cada etapa do fluxograma de microfiltracdo de tomate, goiaba e pitanga.

Fruta Concentragio (ug/g peso imido)* Concentracdo (ug/g peso imido) * Vitamina C
Licopeno  B-Caroteno B-Criptoxantina Luteina Miricetina  Quercetina  Kaempferol  (mg/100g peso dmido)
Tomate
in natura 36+1° 6+0, — — 0,3 +0,0° 8+0° 0,4 +0,0° 19+ 1°
Polpa 34 + 1% 6+0 — — 0,3+0,0° 4+0° 0,3+0,0° 16 + 1™
Trat.enzimédtico 33 £0° 6+0 — — 0,3+0,0° 4+0° 0,3 +0,0° 15+0%
Retentado 63+ 1° 12+1° — — 0,4 +0,0° 5+£0° 0,4 +0,0" 17 1%
Permeado n.d. n.d. — — 0,2 +0,0° 2+0° 0,2 +0,0° 14 +0°
Goiaba
in natura 64 +1° 4+0° — — — 110, — 60 + 1
Polpa 64 + 2" 4+ (° — — — 11+0° — 57 +0°
Trat. enzimitico 63 0" 4+0° — — — 8+0° — 50+ 1°¢
Retentado 109 + 3* 7+0° — — — 14+0° — 56+1°
Permeado n.d. n.d. E— — — 4+0° E— 23 +0°
Pitanga
in natura 75+1° 13+0° 45+ 1° 240 42+1° 67 +2° 4+0° 9+ 0"
Polpa 71 +1° 12, £0° 43+1™ 2+0° 37 +0° 61 +0° 440 6 +0°
Trat.enzimitico 68 + 1 12+0° 42 +0° 240 35 +0° 55 +3¢ 4+0° 6+ 0’
Retentado 108 +2° 23 +0° 83 +2° 4+0° 50+1° 77 £ 1° 6+0° 8§+0°
Permeado n.d. n.d. n.d. n.d. 18+ 1° 38+ 1° 2+0° 5+0°

" média e desvio padrdo de andlises em triplicatas; n.d. ndo detectado; médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente a

nivel de 5%.
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efetiva na inativacdo de enzimas e na reducdo da carga microbiana, uma vez que estes também
foram concentrados na matriz.

Foram observados também, niveis de flavondides nos retentados significativamente
superiores aos obtidos nas demais etapas de processamento, exceto para a quercetina com niveis
superiores no tomate in natura. Mesmo com permeagao dos flavonodides através das membranas,
as concentracdes nos retentados foram duas vezes maiores, em relagdo ao permeado para os trés
frutos em estudo. Resultado semelhante foi obtido por BOMBONATI e RODRIGUEZ-AMAYA
(2009) em polpa de caju. A retencdo de apigenina, luteonina e cianidinas pela membrana filtrante,
também foi relatada por MENG et al. (2006) com extratos de Perilla frutescensi (hortalica
folhosa bastante consumida nos paises orientais).

O 4cido ascérbico foi o composto que mais permeou, em termos proporcionais. A
permeagdo da vitamina C foi maior no tomate e na pitanga e menor para a goiaba, onde a
concentracao no suco clarificado foi apenas de 50% do obtido no retentado. Em todos os casos,
entretanto, os valores de vitamina C no retentado foram significativamente maiores aos
encontrados nos sucos clarificados. Estes resultados também foram obtidos em microfiltragdes
em suco de caju por CAMPOS et al. (2002) e BOMBONATI e RODRIGUEZ-AMAYA (2009),
suco de maracuja organico por SILVA et al. (2005) e polpa de pitanga por ONGARATTO e
VIOTTO (2009).

A concentracdo da vitamina C nos frutos in natura foi significativamente maior que nas
amostras das demais etapas do processamento, exceto no retentado do tomate. Em suco de
acerola, MATTA et al. (2004a) ndo detectaram perdas de vitamina C apds o processo de
clarificacdo. No entanto, em outro estudo MATTA er al. (2004b) observaram reducdes na

concentracdo de 4cido ascorbico durante a microfiltracio do mesmo suco, e atribuiram-as a
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possiveis oxidagdes relacionadas ao desenho inadequado do sistema piloto que induz a formagao
de vortex (turbuléncia com incorporagao de oxigénio) no tanque de alimentacao do sistema.
Além do dcido ascorbico, houve perdas de carotendides e flavondides nas etapas de

despolpamento e no tratamento enzimaético.

4. CONCLUSOES

A tecnologia de microfiltracdo de polpas de frutas para obtencdo de suco clarificado
apresenta limitacdes na manutencdo dos teores de carotendides, flavondides e vitamina C, por
haver problemas de permeacdo e perdas durante o processamento. Por outro lado, a retencao de
carotendides em sua totalidade no retentado indica a possibilidade de utilizar a microfiltracao
para a concentracdo de carotendides, sem utilizar longos periodos de tratamento térmico drastico,
evitando grandes perdas durante concentracdo. Portanto, novos estudos de MF devem se focalizar
no retentado, com inativagao de enzimas e microrganismos, sem degradacdes significativas dos

compostos bioativos.
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CONCLUSOES GERAIS

Para a maior retencdo dos carotendides e flavondides da pitanga, a microencapsulacio
deve ser realizada com goma ardbica, com temperatura de entrada no spray drying de 150°C e

propor¢do de 25% de polpa em relacdo ao material de parede.

A microencapsulacdo da polpa de pitanga por spray drying proprocionou maior protecao e
estabilidade aos carotendides e os flavondides da acdo da luz e do oxigénio, principalmente,

quando a goma ardbica foi usada como material de parede.

A alta pressao hidrostatica ndo promoveu perdas significativas dos trans-carotendides da

polpa de caja. Houve isomerizacdo de trans-caarotendies para cis-carotendides em grau variado.

Os carotendides foram retidos na membrana filtrante, nas microfiltragdes de polpa de

tomate, goiaba e pitanga. As concentracdes de vitamina C e dos flavondides foram

significativamente maiores no retentado, em relacdo aos sucos clarificados.
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