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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea Mart.) € uma palmeira da regido amazénica, de
cujo fruto globuloso violaceo se extrai uma polpa cremosa que vem
conquistando tanto novos mercados consumidores em funcdo do seu valor
nutricional e sabor exotico, quanto o interesse da comunidade cientifica, por
sua composicdo em compostos bioativos. O acai € um fruto de grande
importancia para o desenvolvimento da regido amazénica, ndo sé por fazer
parte do habito alimentar da populacdo local como também por responder pela
sustentacdo econd6mica das populacdes envolvidas no seu cultivo. Dados de
composicdo quimica do acai sdo ainda escassos e 0 potencial de
desenvolvimento de novos produtos néo foi completamente explorado. Deste
modo, os objetivos deste trabalho foram avaliar as alteragdes na composicéo
do acai durante a maturacdo assim como avaliar a influéncia da extracao e da
microfiltragdo sobre os compostos bioativos e sua atividade antioxidante in
vitro. Os resultados obtidos mostraram que as antocianinas do acai somente
sdo produzidas ao final da maturacdo. Os teores de compostos fendlicos totais
apresentaram ligeira queda no inicio da maturacdo e um aumento consideravel
ao final da mesma, tendo a atividade antioxidante in vitro apresentado o
mesmo comportamento. O tratamento enzimatico a 40°C, durante a etapa de
maceracao dos frutos, incrementou em 50% a extragdo de compostos fendlicos
e em mais de 75% a extracdo dos pigmentos antocianicos em relacdo a
extracdo a 40°C sem a adicdo da preparacdo enzimatica. A polpa obtida nesta
condicdo de maceracdo apresentou teor de fendlicos totais de 346 mg/100g,
antocianinas totais de 58 mg/100g e uma atividade antioxidante de 26 umol
equivalentes de Trolox/g. A temperatura de processo e o tipo de membrana
utilizada na microfiltracdo da polpa de acai centrifugada, de uma forma geral,
nao influenciaram significativamente os compostos bioativos e a atividade
antioxidante das duas fragcdes obtidas, entretanto, o fluxo de permeado foi
fortemente afetado pelos dois fatores, atingindo o maior valor médio (117
L/hm?) com a membrana ceramica a 35°C. A microfiltracdo do acai permitiu a
obtencdo de duas fracbes com caracteristicas distintas, porém igualmente

ricas, tanto em relagdo & composicao quimica das mesmas como em relagéo
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ao potencial de aplicacao industrial. O suco clarificado, que pode ser utilizado
como base para geléias finas, repositores de sais e, refrigerantes, apresentou
teores de antocianinas de 16 mg/100g, fendlicos totais de 138 mg/100g e
atividade antioxidante de 9 ymol equivalentes de Trolox/g. A fracdo retida, por
sua vez, com caracteristicas similares as do acai original, apresentou teores de
75 mg/100g de antocianinas, 433 mg/100g de fendlicos totais e 31 pmol
equivalentes de Trolox/g de atividade antioxidante, podendo servir de matéria-
prima para diferentes produtos tais como néctares prontos para o0 consumo,

logurtes, recheios e sorvetes.

Palavras-chave: acai, estdgios de maturagdo, processamento de polpa,

microfiltracdo, compostos bioativos, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Mart.) is a palm plant of the Amazon region with
round-shaped dark-purple fruits from which a creamy pulp can be extracted.
It has increasing consumer markets due to its nutritional value, exotic flavor
and composition in bioactive substances. Acai fruit is important for the
development of the Amazon region, not only as a major staple local food but
also as a major economic resource for the local population. Data on
chemical composition are still scarce and the potential for development of
new products has not been completely explored. Therefore, the objectives of
this work were to evaluate changes in composition of acai during maturation
and the influence of extraction and microfiltration processes on bioactive
components and in vitro antioxidant activity. The results obtained showed
that anthocyanins are produced in acai at the final stage of maturation. Total
phenolic compounds, as well as antioxidant activity, were slightly reduced at
the early stage of maturation, but increased substantially at the final stage.
Enzymatic treatment at 40°C during fruit maceration increased extraction of
total phenolics (50%) and of total anthocyanins (75%). Using this treatment,
the pulp contained 356 mg/100g total phenolics, 58 mg/100g total
anthocyanins, and 26 umol Trolox equivalents/g of antioxidant activity. In
general, the temperature and type of membrane used during microfiltration
of the centrifuged acai pulp did not influence significantly bioactive
components and antioxidant activity of the two fractions obtained. However,
the permeate flux was strongly dependent on both factors, reaching the
highest mean value (117 L/hm?) with the ceramic membrane at 35°C.
Microfiltration of acai resulted in two fractions with distinct characteristics
although both rich in bioactive components and with potential industrial
application. The clarified juice that could be used in the formulation of jellies,
sport and soft drinks, had 16 mg/100g of anthocyanins, 138 mg/100g of total
phenolics and 9 umol Trolox equivalents/g antioxidant activity. The retained
fraction, with similar characteristics to the original acai fruit, had 75 mg/100g
anthocyanins, 433 mg/100g total phenolics and 31 pymol Trolox equivalents/g



of antioxidant activity, and could be used as an ingredient for different

products like ready to drink nectars, yoghurts, fillings and ice-creams.

Key-words: acai, ripeness degrees, pulp processing, microfiltration, bioactive
compounds, antioxidant activity
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1. INTRODUCAO

O aumento no consumo de frutas pode ser verificado pelo crescimento de
85,6% na producdo mundial de frutas ao longo dos 25 anos analisados pela
FAO (2006 apud OLIVEIRA JUNIOR; MANICA, 2006). Em 2004 foram
produzidas 675,1 milhdes de toneladas de frutas, atingindo 690,8 milhdes de
toneladas em 2005, um aumento de 4,86% em um ano. Em 2005 a China
aparece como o0 maior produtor mundial com 167,0 milhdes de toneladas,
seguido pela India, com 57,9, e o Brasil ocupa o terceiro lugar com 41,2
milhdes de toneladas de frutas (OLIVEIRA JUNIOR; MANICA, 2006).

O crescente interesse dos consumidores por produtos mais saudaveis como
frutas e vegetais reflete as evidéncias de varios estudos cientificos que
apontam o elevado consumo destes alimentos com efeitos benéficos a salde
como a prevencdo de doencas cronicas cuja causa primaria esta relacionada
ao estresse oxidativo, dentre as quais se destacam as doencas
neurodegenerativas, cancer e doencas cardiovasculares (VALKO et al, 2006;
SCANDALIOS, 2005).

Apesar de 0 consumo per capita de sucos de frutas industrializados no Brasil
ainda ser pequeno, tem-se observado seu crescimento. A producdo de sucos
naturais e integrais vem crescendo continuamente, passando de 2,8 milhdes de
litros em 2002 para 8,6 milhdes em 2006 e 13,7 milhdes em 2007, com um
aumento de 58% no ultimo ano (ARRUDA, 2008). Os sucos adoc¢ados, por sua
vez, atingiram um pico de 6,7 milhdes de litros em 2005 e este valor foi
reduzido para 4,5 milhdes em 2007.

Esperancini (2005) aponta que os investimentos do setor em embalagens,
nichos especificos (sem adicdo de acucar) e na diversificacdo de sabores
(frutas regionais ganhando novos mercados internos), permitiram consolidar o
segmento de sucos industrializados para consumidores de renda mais elevada
e mais preocupados com a saude.

O acai € um fruto amazonico que vem ganhando novos mercados desde a
década de 90, devido principalmente ao seu elevado valor nutricional. No
entanto, seu consumo nao ocorre na forma “in natura”, mas principalmente

como polpa, devendo o fruto ser submetido a um processo de extracdo. As
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principais barreiras para a consolidacdo e ampliacdo do mercado do acai
decorrem da producdo do fruto ser ainda 80% extrativista e pela alta
perecibilidade do fruto e da polpa, necessitando ser sumbetida a um processo
de conservacao imediatamente apés a extracdo (NOGUEIRA, et al., 2005).

Alguns pesquisadores tém estudado as propriedades fisico-quimicas da
polpa e apontam para um potencial antioxidante apreciavel em funcdo de sua
rica composicdo em compostos fendlicos, em especial as antocianinas (POZO-
INSFRAN, BRENES & TALCOTT, 2004; PACHECO-PALENCIA, HAWKEN &
TALCOTT, 2007).

Sanabria & Sangronis (2007) avaliaram a influéncia da sazonalidade sobre a
composicao centesimal, perfil de acidos graxos e compostos com capacidade
antioxidante da polpa de acai, utilizando, para tanto, frutos coletados nos
meses de fevereiro e julho, entretanto ndo existe estudo sobre as alteragbes
decorrentes da etapa de maturacdo sobre a composicdo centesimal e nem
sobre os compostos ndo nutrientes com capacidade antioxidante.O acai foi
sugerido por Bobbio et al (2000) como uma boa fonte para a extracdo de
pigmentos antocianicos e, seguindo esta linha de pesquisa, Constant (2003)
desenvolveu processos de extracdo e obtencdo das antocianinas do acai em
po, aplicando, com sucesso, 0 corante obtido em iogurte, petit suisse e
isotbnico em po.

Pacheco-palencia, Hawken & Talcott (2007) verificaram perdas das
antocianinas e, consequentemente, da atividade antioxidante do acai em
funcdo da sua clarificacdo com terra diatomacea. Ao avaliar a estabilidade do
suco clarificado de acai foi verificado que a temperatura de armazenamento
também afetou estes compostos.

Os estudos sobre a composicao nutricional e de compostos bioativos do acai
Sdo recentes, escassos e 0s resultados sdo divergentes. Contudo, todos
apontam o acai como um fruto rico em polifendis, especialmente em
antocianinas, com um teor relativamente alto, variando de 50 a 180 mg/100g de
polpa. Em comparag¢do com o suco de uva, reconhecido como boa fonte destes
compostos e que apresenta um teor de 14 a 27 mg/100g (BOBBIO et al., 2000;
POZO-INSFRAN, BRENES & TALCOTT, 2004; WU et al., 2006), verifica-se que

0s teores no acai séo relevantes.



Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo geral quantificar os

compostos fendlicos totais e antocianinas do acai assim como sua atividade

antioxidante, por método in vitro, avaliando a influéncia do processo de

obtencdo da polpa e do processamento com membrana sobre os parametros

guimicos e fisico-quimicos. Os objetivos especificos foram:

Caracterizar quimicamente a polpa de acai obtida com o fruto em trés
diferentes estagios de maturacao, incluindo a quantificacdo dos compostos

fendlicos totais e antocianinas, bem como sua atividade antioxidante.

Avaliar a influéncia da temperatura e do tratamento enzimatico na obtencéo
da polpa de acai sobre o rendimento do processo, o teor de compostos

fendlicos totais e antocianinas bem como sobre a atividade antioxidante.

Avaliar a influéncia dos pré-tratamentos, refino e centrifugacéo, da polpa de
acai sobre o teor de polpa, os solidos totais, os compostos fendlicos totais e

antocianinas além da atividade antioxidante.

Avaliar a influéncia da temperatura e do tipo de membrana utilizados
durante a microfiltracdo do suco de acai, sobre o seu teor de compostos
fendlicos totais e antocianinas, sua atividade antioxidante, bem como sobre

o fluxo de permeado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos correspondem a um grupo formado por moléculas
muito distintas entre si que estéo divididas, em funcéo da estrutura quimica, em
duas classes, flavonodides e ndo-flavondides, e estas duas classes dividem-se
em varias subclasses em fungcdo do padrdo de substituicdo e das estruturas
guimicas.

Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios das plantas
sintetizados em resposta a condicbes de estresse. Podem agir como
fitoalexinas, como atrativo para polinizacdo, por contribuirem para a
pigmentacdo do vegetal, como antioxidantes e, similarmente ao sistema
imunologico humano, protegendo a planta de raios ultravioleta e de patdégenos,
dentre outros. Nos alimentos sdo 0s principais compostos responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais tais como adstringéncia, amargor e aroma, além da
estabilidade oxidativa dos produtos derivados de vegetais. Por muito tempo,
esses compostos foram associados negativamente a qualidade de alimentos
vegetais pela acdo antinutricional como, por exemplo, dos taninos, que
complexam proteinas, diminuindo o valor nutricional e em alguns casos inibem
a atividade de enzimas como tripsina e lipases (SHAHIDI & NACZK, 1995). No
entanto, varios estudos recentes tém demonstrado seus efeitos
plurifarmacoldgicos (bactericida, antiviral, antialérgico, antitrombatico,
antiinflamatdrio, anticarcinogénico, hepatoprotetor, vasodilatador), despertando
grande interesse principalmente por sua alta prevaléncia nas dietas ja que séo
compostos onipresentes nos vegetais (CHEYNIER, 2005; NAZCK & SHAHIDI,
2004; SOBRATTEE et al., 2005).

2.1.1. Caracterizac&o quimica

Os compostos fendlicos sao derivados metabdlicos da fenilalanina e tirosina,

produzidos em células vegetais. No entanto, ndo se apresentam uniformemente
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distribuidos no vegetal, ocorrendo variacdes das classes e subclasses destes
compostos, bem como das suas concentracdes, em funcédo da localizacao no
vegetal. A fenilalanina amonia-liase (PAL) € a enzima chave na regulacao da
via metabdlica de fenilpropanoides, conforme ilustra a Figura 2.1, convertendo
a L-fenilalanina em &cido trans-cinamico e iniciando a biossintese de fendlicos.
Fatores genéticos irdo determinar quais classes e subclasses desses
compostos serao sintetizadas (NACZK & SHAHIDI, 2004).
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Figura 2.1 — Metabolismo dos compostos fendlicos em plantas

Os teores e o perfil dos compostos fendlicos em plantas podem ainda variar
em funcdo da espécie, variedade, estresse ambiental a que foi submetida a
planta, estagios de crescimento e maturacdo, além da metodologia analitica

empregada na determinacdo dos mesmos.



A classe dos nao-flavondides ndo apresenta uma estrutura basica em
comum e, portanto, € uma classe muito heterogénea, conforme ilustra a Figura
2.2, sendo composta por acidos fendlicos (acido benzoico, &cido
hidroxicinamico e seus derivados), ligninas, lignanas, suberinas, estilbenos e
taninos hidrolisaveis (CHEYNIER, 2005).
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OH OH
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H

Galotaninos
p.e. pentagaloglicose

Figura 2.2 — Principais classes de compostos nao-flavondides

Os flavondides caracterizam-se por apresentar uma estrutura comum
composta por dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos e um atomo de
oxigénio formando um heterociclo oxigenado denominado nucleo flavano
(Figura 2.3). O grau de oxidagdo e o padrdo de substituicdo do anel C,
heterociclo, definem as classes de flavondides e dentro destas o padrdo de

substituicdo nos anéis A e B determinam os compostos especificos (RHODES,
1996).

Bravo, 1998




Figura 2.3 - Nucleo flavano
As principais classes de flavonoides encontradas em vegetais utilizados
como alimentos (Figura 2.4) sdo as flavonas, flavandis e antocianinas
(RHODES, 1996; SHAHIDI & NACZK, 2004). No acai, a classe das
antocianinas é a de maior interesse devido a sua maior prevaléncia (POZO-
INSFRAN, BRENES & TALCOTT, 2004).
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Figura 2.4 — Principais classes de compostos flavonéides

2.1.2. Métodos de analise

Apesar do grande interesse por este grupo de compostos, este € recente e,

portanto, poucos estudos de identificacdo e quantificacdo dos polimeros de



polifendis tém sido conduzidos (por exemplo, flavanois e proantocianidinas,
dentre outros), embora esses compostos sejam majoritarios na maioria das
plantas. Isto é devido a heterogeneidade dos compostos bem como a falta de
técnicas de separacdo eficientes, que foram desenvolvidas apenas
recentemente (NACZK & SHAHIDI, 2004; CHEYNIER, 2005).

As metodologias utilizadas na quantificacdo destes compostos podem ser
divididas em analises espectrofotométricas e analises cromatograficas. As
analises espectrofotométricas baseiam-se em diversos principios e podem ser
empregadas para quantificagdo de varios grupos estruturais. De acordo com
Naczk & Shahidi (2004), a andlise que emprega o reagente de Folin-Denis foi
uma das primeiras a ser utilizada (SINGLETON & ROSSI, 1965) e foi sofrendo
modificagcdes ao longo do tempo, utilizando-se, atualmente, o reagente de
Folin-Ciocalteu.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais pela metodologia que
emprega o reagente de Folin-Ciocalteu baseia-se na reducdo dos acidos
fosfotungstico (H3PW31,040) e fosfomolibdico (H3PMo012040), presentes no
reagente de Folin-Ciocalteu, pelos fendlicos presentes na amostra a 6xido de
tungsténio (WgOy3) e 6xido de molibdénio (MogO23) em meio alcalino (Figura
2.5). Estes oxidos formados apresentam coloracdo azulada, sendo possivel a
quantificacdo da absorvancia da solucdo na regido do visivel (760nm). Atravées
de uma cruva de calibracdo de &cido gélico € possivel correlacionar a
intensidade da cor a concentracdo de fendis presentes na amostra, sendo o

resultado expresso em equivalente de acido galico (GAE).

HPW,0, +HMo,0, +FENOL—— W0, + Mo,

Figura 2.5 - Reacgédo de quantificacdo de fendlicos totais por reagente de

Folin-Ciocalteu

No entanto, o reagente de Folin-Ciocalteu ndo é especifico para grupos
fendlicos sofrendo interferéncias de outras substancias redutoras presentes na
amostra, tais como acido ascorbico e acucares redutores, superestimando os

valores. Em funcéo destes interferentes, Georgé et al. (2005) propuseram uma
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modificacdo na metodologia de Singleton & Rossi (1965) inserindo uma etapa
de extracdo em fase sélida (SPE) em coluna, capaz de reter os compostos
fendlicos. Por esta metodologia é possivel quantificar os fendlicos totais assim
como o acido ascorbico e eliminar outros interferentes.

De acordo com Goldstein (1963, apud NACZK & SHAHIDI, 2004), o método
da vanilina € especifico para flavan-3-0is, dihidrochalconas e proantocianidinas.
Este método baseia-se na formacéo do radical vanilina em meio acido, que se
liga aos compostos acima citados pelos carbonos 6 ou 8 do anel A, formando
um cromoforo vermelho capaz de absorver luz a 500nm. Apesar de nao ser
especifico, o método da vanilina em metanol é mais sensivel as
proantocianidinas do que aos flavan-3-6is e, portanto, muito utilizado para
deteccédo e quantificacdo dos taninos condensados. Segundo Naczk & Shahidi
(2004) existem outros métodos espectrofotométricos para a quantificacdo das
proantocianidinas, como o0 método DCMA (4-dimetilamino cinamaldeido) e o da
hidrolise acida em butanol, o qual converte os taninos em antocianidinas que
absorvem luz no visivel. Existem ainda métodos especificos para taninos
hidrolisaveis, antocianinas (FULEKI & FRANCIS 1968a e, 1968b; GIUSTI &
WROSLTAD, 2000), de complexacéo dos fendlicos com Al (lll), dentre outros
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

As separacdes cromatogréficas em gel, papel e camada delgada, tém sido
bastante utilizadas (SHAHIDI & NAZCK, 1995), porém, atualmente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica mais utilizada para a
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos bem como para avaliacao
das interacfes entre os fendlicos com outros componentes da matriz (NAZCK
& SHAHIDI, 2004). Estas técnicas tém sido modificadas quer seja na etapa de
preparo da amostra ou extracdo dos compostos, quer seja na fase movel e ou
estacionaria, para uma melhor separacdo dos compostos. A identificacédo
propriamente dita € dificultada devido & grande variabilidade de compostos
fendlicos possiveis na natureza, sendo realizada com seguranca por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (CLAE-MS)
(NACZK & SHAHIDI, 2004).



2.2. Antocianinas

As antocianinas sao flavondides, ou seja, possuem o nucleo flavano como
estrutura basica e caracterizam-se por serem compostos hidrossollveis
responsaveis pela coloracdo vermelha, azul, violeta e rosa de frutas, hortalicas
e flores. Sua biossintese e acumulo dependem de alguns fatores como luz,
temperatura, condicao nutricional, hormonios, danos mecanicos e ataque de
patdégenos. A luz é o fator externo mais importante na biossintese por fotoativar
indiretamendete as enzimas envolvidas através do sistema fitocromo. Fatores
genéticos definem as substituicdes nos carbonos 3 e 5 do anel B as quais
definem as agliconas, ou antocianidinas, sendo seis as de principal interesse
em alimentos (Figura 2.6). As substituicbes no anel B contribuem para a
variacdo de cor, porém o pH, concentragdo na solucdo e a presenca de co-
pigmentos sdo também fatores importantes (MAZZA & BROUILLARD, 1990;
GRISEBACH, 1995; WROLSTAD et al., 2005)
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OH

Figura 2.6 - Principais antocianidinas em alimentos

As antocianinas se apresentam no vegetal predominantemente na forma de
mono ou di-glicosideos, e muito pouco na forma de agliconas, com as
glicosilacbes ocorrendo mais frequentemente nos carbonos 3 e 5, podendo
porém também ocorrer, ainda que raramente, como triglicosideos nas posi¢des
7, 3, 4 elou 5. Os agucares mais encontrados sdo mono e dissacarideos como
glicose, ramnose, galactose, xilose e arabinose. As antocianinas podem ainda
sofrer acilacbes nas moléculas do aclucar, em muitos casos por acidos tais
como p-cumarico, cafeico, ferrdlico ou sinapico, e com menor freqtiéncia pelos

acidos p-hidroxibenzéico, maldnico ou acético. Geralmente, os acidos se ligam
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ao carbono 3 da molécula do agucar, sendo que, em alguns pigmentos, essa
ligacdo ocorre no grupamento 6-hidroxil e muito raramente no 4-hidroxil
(SHAHIDI & NACZK, 1995, FRANCIS, 1982, FRANCIS, 1993).

De acordo com Francis (1989) e Wrolstad et al. (2005), a estabilidade das
antocianinas € afetada pela sua estrutura quimica e concentracao, luz, enzimas
endogenas ou adicionadas, temperatura, pH, co-pigmentos e relacdo molar
destes com as antocianinas, oxigénio, acido ascorbico, ions metélicos,
acucares e seus produtos de degradacéo, proteinas e didxido de enxofre.

A acdo das enzimas enddgenas (polifenoloxidase e peroxidase) € um dos
principais fatores de degradacdo dos compostos fendlicos, especialmente as
antocianinas. Por serem termorresistentes, a inativacdo térmica destas
enzimas em produtos derivados de vegetais fica dificultada, sendo
alternativamente inibidas por adicdo de compostos que se ligam a parte
protéica da enzima, que complexam o grupo heme ou que neutralizam o
cofator. O dioxido de enxofre (SO,) e os sulfitos, assim como o acido ascorbico,
sdo largamente utilizados na indastria com esta finalidade. No entanto, esses
compostos favorecem a degradacdo das antocianinas por mecanismos n&o
enzimaticos (RODRIGUEZ-SAONA et al.,, 1999; ROGEZ, 2000; MALIEN-
AUBERT et al.,2001)

Fatores estruturais da molécula sdo também responsaveis pela estabilidade
das antocianinas, da cor e, por consequéncia, da atividade biol6gica, tais como
o grau de substituicdo do anel B, ou seja, R1 e R3, a natureza e numero de
acucares ligados a molécula e, ainda, a estrutura e nimero de grupamentos
acil bem como a posicéo da ligacdo destes na molécula de acucar. Moléculas
diaciladas apresentam maior estabilidade, uma vez que os radicais acil podem
proteger o nucleo flavano através do rearranjo espacial das moléculas. A
presenca de residuo aromatico no grupamento acil promove uma interacao
hidrofébica com o nucleo flavilio protegendo-o do ataque nucleofilico da agua,
diminuindo a hidratacdo e prevenindo a formacdo de chalcona (MALIEN-
AUBERT et al.,2001; WROLSTAD et al.,2005)

As acilacbes favorecem as co-pigmentacdes tornando-as mais eficientes ja
que propiciam a ligacdo covalente entre pigmento e co-pigmento. As co-

pigmentacdes sdo interagdes entre as antocianinas e outros compostos que
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podem ser flavondides, alcaléides, aminoacidos, &cidos organicos,
nucleotideos, polissacarideos ou metais, sendo nestes casos denominada de
co-pigmentacdo intermolecular. Quando o co-pigmento é outra molécula de
antocianina, denomina-se de co-pigmentacdo intramolecular ou auto-
associacdo. A copigmentacao € um fendmeno de ocorréncia natural ao qual se
atribui o principal mecanismo de estabilidade das antocianinas nos vegetais,
ocorrendo preferencialmente sob condicdes acidas. Essas associacdes
qguimicas fracas podem aumentar a estabilidade das antocianinas e ampliar as
suas propriedades antioxidantes (MAZZA & BROUILLARD, 1990;
RODRIGUEZ-SAONA et al., 1999; REYES & CISNEROS-ZEVALOQOS, 2007).

Os estudos mais recentes apontam para a identificacdo de possiveis
interacdes que seriam responsaveis pela estabilidade das antocianinas (POZO-
INSFRAN, BRENES & TALCOTT, 2004; PACHECO-PALENCIA, HAWKEN &
TALCOTT, 2007) e, por conseqiéncia, favoreceriam o poder antioxidante
responsavel pela grande maioria das atividades biolégicas (antimutagénica,
anticarcinogénica, efeito protetor gastrico) desta classe de compostos.
(GALVANO et al., 2004).

Figura 2.7 - Grupos estruturais que contribuem para a atividade antioxidante

das antocianinas.
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O poder antioxidante das antocianinas se deve a deficiéncia de elétrons do
nacleo flavilio e a presenca de hidroxilas livres assim como de outras estruturas
quimicas na molécula (Figura 2.7), podendo ocorrer variacbes quanto a
intensidade da atividade antioxidante em funcéo da antocianina, acilagdes e co-
pigmentacdes. (SOOBRAATTE et al., 2005; WADA et al., 2007)

As analises quantitativas das antocianinas podem ser divididas em analises
espectrofotométricas e cromatograficas. As analises espectrofotométricas
baseiam-se no comportamento espectral desta classe de flavondides em
funcdo do pH, sendo a primeira metodologia proposta por Sondheimer et al.
(1948 apud FULEKI & FRANCIS, 1968b), com leituras de absorvancia do
extrato em dois valores de pH (2.0 e 3.4) e uso de solucdo vermelho de Congo
como padréo.

A metodologia proposta por Fuleki & Francis (1968a) para a quantificacido
das antocianinas totais emprega uma extracdo prévia de 12 horas sob
refrigeracdo em etanol acidificado e filtracdo em funil de buchner para obtencéo
de um extrato isento de sélidos em suspensdao. O extrato obtido tem sua
absorvancia lida em espectrofotbmetro em comprimento de onda de maxima
absorvancia (Amax) €em pH anico, sendo utilizado o coeficiente de extingdo molar
(¢) da antocianina majoritaria para o calculo das antocianinas totais. No
entanto, esta metodologia promove uma superestimacdo dos teores de
antocianinas totais, por empregar leitura da absorvancia em um (nico
comprimento de onda, o de maxima absorvancia para as antocianinas,
quantificando desta forma compostos de degradacdo que também absorvem
luz nesta regiao.

Outra metodologia utilizada na quantificacdo é a de pH diferencial, proposta
inicialmente por Fuleki & Francis (1968b) e modificada por Giusti & Wrolstad
(2001). Esta metodologia permite a quantificacdo das antocianinas totais e
monoméricas em funcdo do comportamento espectral diferenciado das
monoméricas em relagdo as poliméricas em condi¢cdes de pH distintas. Em
funcdo dos comprimentos de onda empregados € possivel eliminar a
interferéncia de compostos de degradacdo. A amostra é submetida a dois
tampbOes aquosos distintos, pH 1,0 e 4,5, e as solu¢cdes obtidas tém a

absorvancia medida em dois comprimentos de onda, 700nm e comprimento de
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méxima absorcdo (Amax), que pode variar de 510 a 550nm em funcdo das
antocianinas presentes na amostra (HARBONE, 1958 apud FULEKI &
FRANCIS, 1968a). As antocianinas tém sua cor intensificada em pH 1,0 e ndo
sado capazes de absorver a 700nm, onde somente 0s compostos de
degradacgdao, interferentes, absorvem. Portanto, a diferengca entre a leitura
obtida no Amax € a 700nm da solucdo de pH 1,0 indicam a concentracdo das
antocianinas totais. No entanto, em pH 4,5, somente as antocianinas
monoméricas assumem a forma hemiquetal (Figura 2.8), a qual é incolor, e a
diferenca entre as leituras nos dois comprimentos de onda a pH 1,0 é subtraida
da diferenca entre as leituras nos dois comprimentos de onda a pH 4,5,

correspondendo as antocianinas monomericas.
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Figura 2.8 — Comportamento das antocianinas em funcao do pH.

As andlises de identificacdo de antocianinas especificas foram introduzidas
na década de 50 e desde entdo vém sendo modificadas. As primeiras analises
gualitativas foram realizadas em cromatografia em papel e constavam dos
seguintes procedimentos: extracdo (metanol ou etanol acidificado);
concentracdo (vacuo, 30%C); purificagdo (em papel W hatman n%);
determinacdo da algicona (hidrolise éacida e padrdo); determinacdo dos
acucares (cromatografia em papel e padrdes); determinagdo da posicdo do
acucar (comportamento espectral Ass0/Amax); determinacdo de grupamentos acil
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(comportamento espectral de compostos aromaticos, pico extra na regidao 310 —
320nm; e identificacdo por cromatografia em papel e padrbes). Varios estudos
foram realizados com diferentes solventes e antocianinas, 0s quais geraram
valores de R; (coeficiente de retencdo), principal dado para identificacdo das
mesmas. Atualmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia juntamente com
a espectrometria de massa tém sido utilizadas para a identificacdo,
quantificacdo e a avaliacdo das interacbes das antocianinas com outros
compostos da matriz (FRANCIS, 1982)

2.3. Atividade antioxidante

Seguindo a tendéncia de maior preocupacdo com a saude e foco na
prevencao de doencas, tem-se observado um aumento no consumo de frutas
em todo o mundo, pois varias evidéncias cientificas apontam efeitos benéficos
a saude de dietas ricas em frutas, hortalicas e vegetais, que apresentam em
sua composi¢cdo varios compostos com capacidade antioxidante, como
vitaminas A e C, carotendides e compostos fendlicos. Muitos autores tém
demonstrado correlacdo entre a concentracdo destes compostos e a
capacidade antioxidante (MANACH et al., 2004; ALVES, et al., 2007; ZULETA
et al., 2007).

A atividade antioxidante de alguns compostos presentes nos alimentos tem
despertado interesse pelo seu potencial efeito na prevencdo do estresse
oxidativo, causa primaria de muitas doencas crbénicas por provocar danos
celulares que, por sua vez, podem promover disfuncdes fisiolégicas e morte
celular. O estresse oxidativo € resultado do desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) e o sistema de defesa
antioxidante presente no organismo. As espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio podem ser geradas durante a irradiacao por raios ultravioleta, raios X
e raios gama, como produtos de reacOes catalisadas por metais que podem
estar na atmosfera como poluentes. Podem ser também geradas no
organismo, por neutréfilos e macrofagos durante processo inflamatério; por
exposicdo a herbicidas, xenobidticos e toxinas e principalmente durante o
metabolismo aerdbico, na mitocdndria (cadeia transportadora de elétrons).
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Antioxidantes enzimaticos como superoxido desmutase, catalase e glutation
peroxidase, juntamente com antioxidantes ndo enzimaticos, como as vitaminas
C e E, carotendides, flavonodides e antioxidantes tiois, formam o sistema de
defesa antioxidante (VALKO et al., 2006; SCANDALIOS, 2005).

As definicbes de antioxidantes diferem em fungdo da natureza dos
compostos a serem protegidos. Para Chipault (1962 apud BECKER, NISSEN &
SHIBSTED, 2004), antioxidantes em alimentos s&o “substancias que em
pequenas quantidades sdo capazes de prevenir ou retardar a oxidacdo de
materiais facilmente oxidaveis como as gorduras”. Porém no ambito
bioquimico-médico citado por Huang, Ou & Prior (2005), “antioxidantes séo
enzimas ou compostos organicos, como a vitamina E ou B-caroteno, que s&o
capazes de contrariar os efeitos danosos da oxidagéo em tecidos animais”.

Os compostos fendlicos tém despertado grande interesse devido ao seu alto
teor nos vegetais e elevado poder antioxidante, capaz de remover radicais
livres, quelar ions metalicos com atividade redox, modular a expressao génica
e interagir com mecanismos de sinalizacdo celular; sendo atribuida grande
parte de sua bioatividade a estas caracteristicas. Porém 0s mecanismos de
absorcdo e metabolismo e teores presentes na dieta podem afetar a eficiéncia
da acdo antioxidante e estes aspectos ndo estdo totalmente esclarecidos
(RHODES, 1996; SOOBRATTEE et al, 2005).

Devido ao grande interesse na quantificacdo da capacidade antioxidante de
diversos compostos, varias metodologias in vitro foram propostas, com
diferencas no grau de complexidade, sensibilidade, mecanismos e espécies
reativas envolvidas. Além disso, ainda ndo ha consenso quanto a validade e
relevancia destes métodos em sistemas bioldgicos (ARNAO, 2000;
LICHTENTHALER, MARX & KIND, 2003; HUANG, OU & PRIOR, 2005).

Os métodos quimicos para determinacdo da atividade antioxidante estéo
divididos quanto a natureza da reagdo envolvida em dois grupos principais, 0s
gue envolvem transferéncia de elétrons e os que envolvem transferéncia de
atomos de hidrogénio.

Dentre os métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio,
tem-se 0 ORAC (oxygen radical absorbance capacity), o TRAP (total radical

trapping antioxidant parameter); o 10U (inibited oxygen uptake); e a inibicdo da
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oxidacdo do acido linoléico e da lipoproteina de baixa densidade, LDL. A
maioria destas metodologias baseia-se na reacdo competitiva entre o
antioxidante e o substrato para formacdo do radical por decomposicdo de
compostos azo, permitindo o acompanhamento da reagédo por ultravioleta ou
por fluorescéncia (ORAC) (ARNAO, 2000; BECKER, NISSEN & SHIBSTED,
2004; HUANG, OU & PRIOR, 2005).

A metodologia de quantificacdo de fendlicos totais pelo reagente de Folin-
Ciocalteu, descrita no item 2.1.2, também é utilizada para quantificar a
atividade antioxidante e seu mecanismo de agao envolve a transferéncia de
elétrons, assim como no caso do ABTS expresso em TEAC (Trolox®
equivalence antioxidant capacity), FRAP (ferric ion reducing antioxidant
parameter); DPPH (diphenil-1-picryhydrazyl) e capacidade de reducéo do cobre
II. As metodologias que envolvem a transferéncia de elétrons baseiam-se na
reducdo do substrato por acdo dos componentes antioxidantes presentes na
amostra, que apresentam comportamento espectral distinto no estado oxidado
e reduzido (ARNAO, 2000; BECKER, NISSEN & SHIBSTED, 2004; HUANG,
OU & PRIOR, 2005).

A metodologia de ABTS, cujo resultado é expresso em TEAC, proposta por
RE et al. (1999), utiliza o ABTS [acido 2,2’ azinobis-3-(etilbenzotiazolina-
6sulfénico)] como substrato e emprega o persulfato de potassio para formar
quimicamente o radical ABTS™. Em funcdo do material a ser analisado, este
radical pode ter como meio de extingdo uma solucédo tampéo fosfato pH 7,4 ou
alcool etilico 95%. Esta metodologia baseia-se no comportamento espectral do
ABTS, que absorve luz na regido do visivel (734nm) somente na forma
radicalar (ABTS™). Portanto, a presenca de substancias com atividade
antioxidante na amostra ira regenerar o ABTS™ (Figura 2.8), promovendo uma
descoloracdo da solucdo cuja intensidade sera correlacionada a mesma
intensidade ocasionada pelo padrao analitico Trolox® (acido 6-hidroxi-2-5-7-8-
tetrametilcromo2-carboxilico), um anélogo hidrossoluvel da vitamina E
(BECKER, NISSEN & SKIBETED, 2004). A atividade antioxidante da amostra
€ dada em pM equivalente de Trolox em 1g ou 100g de amostra, originando o

nome TEAC, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.
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Figura 2.9 — Comportamento espectral do ABTS

A avaliacdo de atividade antioxidante baseada em metodologias in vitro deve
ser feita com cautela uma vez que as mesmas ndo consideram fatores como
biodisponibilidade, estabilidade do composto in vivo, retencdo dos
antioxidantes pelos tecidos e reatividade in situ (HUNAG, OU & PRIOR, 2005).

A atividade antioxidante medida in vitro sugere bioatividade, porém nao a
determina. No entanto, a identificacdo de fatores que influenciam a atividade
antioxidante € de grande interesse e vem recebendo muita atencdo. Para os
compostos fendlicos, alguns estudos apontam para uma relacdo entre a
atividade antioxidante, e sua intensidade, com a estrutura quimica desses
compostos. O numero e a configuracdo de grupamentos hidroxil doadores de
hidrogénio, assim como as duplas conjugadas, parecem ser 0S principais
fatores estruturais a influenciar a atividade antioxidante (WADA et al., 2007,
SOOBRATTEE et al, 2005; TYRAKOWSKA, et al. 1999).

2.4. Processos de separacao por membranas

Os processos de separacao por membranas aplicados industrialmente séo
recentes, apesar de o primeiro estudo relatando fendmenos envolvendo
membranas ser de 1748 com NOELLET, que emergiu em agua pura um copo

contendo destilado de vinho e vedado com uma bexiga de origem animal, que
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apos certo tempo estufou e, em alguns casos, rompeu-se, evidenciando, com
esta experiéncia, a permeabilidade e a seletividade da membrana. Porém os
fundamentos teoricos destes processos sO foram elucidados recentemente
(CHERYAN, 1998; HABERT, BORGES & NOBREGA, 2006).

Os processos de separacao por membrana baseiam-se na permeabilidade
seletiva de alguns compostos do material através do meio filtrante, por meio de
uma forca motriz. A composicdo da membrana e o tipo de forca motriz utilizado
definem os diferentes processos: microfiltracdo, ultrafiltragdo, nanofiltragéo,
dialise, osmose inversa, evaporagcdo osmotica, pervaporacdo, permeacao de
gases (PORTER, 1990).

Os processos de micro, ultra e nanofiltracdo utilizam membranas porosas
cuja seletividade é caracterizada pela diferengca de tamanho entre as moléculas
da solucéo e os poros da membrana; promovendo, entdo, um fluxo convectivo
com escoamento do permeado por entre 0s poros. A osmose inversa utiliza
membrana densa, porém assim como nos processos citados acima utiliza a
diferenca de pressdo como forca motriz. Estes processos diferem entre si pelo
tamanho dos poros, que diminuem da microfiltracdo para a nanofiltragéo (0,6
pum a 100 Da) e quase inexistem nas membranas densas, aumentando a
resisténcia a permeacdo e, conseqientemente, a diferenca de pressdo
aplicada (Figura 2.10).

Microfiltracdo \ \/ Particulas suspensas

Macromoléculas

[LLLL LR L VR LR R LR RNt}

Solutos de baixo PM

Sais

Ultrafiltragcdo

Nanofiltragao

Osmose Inversa

bral, L. M. C

Agua
Figura 2.10 — Processos de separacao por membranas em funcéo do
tamanho dos poros
Na dialise, as membranas podem ser porosas ou densas, poréem a forca
motriz aplicada € a diferenca de concentragéo, resultando em um fluxo difusivo.

Tanto a osmose inversa quanto a pervaporacao utilizam membranas densas,
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diferindo entre si pela forca motriz, que sdo, respectivamente, a diferenca de
pressdo e a diferenca de concentracdo (CHERYAN, 1998; HABERT, BORGES
& NOBREGA; 2006).

Os processos de separacdo por membranas geralmente ocorrem a
temperatura ambiente, trazendo como vantagens o baixo custo energético, a
preservacao de compostos termo sensiveis, a seletividade do meio filtrante e o
facil escalonamento, por se tratar de sistemas modulares. Contudo, o custo de
reposicdo da membrana, a diminuicdo do fluxo ao longo do processo e a
limpeza dos sistemas s&do algumas das desvantagens. Mesmo utilizando o
fluxo tangencial (Figura 2.11), verifica-se a diminui¢cao do fluxo de permeado ao
longo do processo, consequéncia do fendmeno conhecido como fouling, que se
caracteriza pelo aumento da resisténcia a passagem do solvente pela
membrana, que pode ser resultante tanto da diminuicdo da porosidade
(entupimento, adsorcéo) quanto da polarizacdo de concentracao e formacao de

camada gel na superficie da membrana.

Filtragao Convencional ‘ A

Lded

Menezes, L. F. S.

Filtracao Tangencial

\ A/

Figura 2.11 - Esquemas de filtracdo em profundidade (a) e filtracado
tangencial (b)

A principal desvantagem da aplicagcdo dos processos de separacao por
membranas em polpas de frutas é a diminuicdo do fluxo de permeado em
funcdo da polarizacdo de concentracdo e formacdo da camada gel, que
ocorrem, principalmente, em processos com membranas porosas
(microfiltracdo, ultrafiltragdo e nanofiltragdo). No entanto, estes fatores podem

ser minimizados através de pré-tratamentos que promovam uma diminuicao
20



dos solidos em suspensdo presentes na polpa como a centrifugacao,
tratamento enzimatico ou refino, ou ainda através de alteracbes das condicdes
de processamento (MATTA, CABRAL & MORETTI, 2000; VAILLANT et al.,
2001).

Ushikubo, Watanabe & Viotto (2006) microfiltraram a polpa de umbu diluida
(1:2 em agua) a 35°C, em sistema polimérico (tamanho de poro de 0,2 um) e
avaliaram a influéncia da pressédo transmembrana, do pré-tratamento com
enzima e da velocidade tangencial sobre o fluxo de permeado. A velocidade
tangencial foi a principal varidvel responsavel pelo aumento do fluxo de
permeado, no entanto o tratamento enzimatico também indicou um efeito
positivo, sendo também observado o sinergismo entre as variaveis.

Matta, Moretti & Cabral (2004), através da combinacdo dos processos de
microfiltragdo e osmose inversa, obtiveram um suco de acerola clarificado e
concentrado com 29,2°Brix, obtendo o mesmo fator de concentracéo de4.2, em
sélidos soluveis e em vitamina C. O suco clarificado obtido foi preparado para
consumo por diluicdo e adicdo de acucar e avaliado sensorialmente através do
teste de aceitabilidade, sendo aceito por 84% dos consumidores.

A obtencado de suco de abacaxi clarificado e esterilizado a frio foi estudada
por Carneiro et al. (2002), utilizando sistema de microfiltracdo com membrana
polimérica de polietersulfona com poros de 0,3 um, e tratamento enzimatico. As
condi¢gbes avaliadas permitiram atingir a esterilizagdo comercial aliada a um
elevado fluxo de permeado, estabilizado na faixa de 100 L/hmz.

A fracao retida nos processos de microfiltracdo e ultrafiltracdo é tao rica em
macro e microelementos quanto os sucos originais, fazendo com que muitos
trabalhos sugiram a reintrodugéo da fracéo retida na linha de producdo ou o
seu uso para a obtencdo de novos produtos, que poderiam contribuir para a
viabilidade econémica da microfiltracdo na producéo de sucos clarificados, por
maximizar o aproveitamento do fruto (SILVA, JARDINE & MATTA, 1998;
VAILLANT et al.,, 2001; CASSANO et al.,, 2003). Seguindo esta tendéncia,
Penha et al. (2001) utilizaram o retido da ultrafiltracdo de suco de acerola para
obtencéao de licor.

Fontes & Caminoto (2007) realizaram a microfiltracdo de acai em dois

sistemas de membrana ceramica de a-alumina, com poros de 0,6 e 0,2 um e
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utilizaram a diluicdo da polpa e o refino como pré-tratamentos, obtendo fluxos
de permeado de aproximadamente 9 L/hm2. Palacio et al. (2007), por sua vez,
utiizando a centrifugacdo como pré-tratamento, atingiu fluxos médios de
permeado de 100 L/hm? com fator de concentragdo volumétrico igual a 2, na
microfiltracdo de acai em membrana cerdmica com 0,1 yum de tamanho de
poros.

O crescente interesse por compostos bioativos e produtos funcionais
também tem sido observado nas pesquisas com membranas. Patil et al. (2007)
avaliaram os processos de ultrafiltracdo, osmose inversa e destilacdo osmotica
e suas combinacdes, para a obtencdo de um concentrado de antocianinas da
casca de rabanete, sendo a combinacdo dos trés processos 0 mais atrativo
guando comparado com o0s processos isolados. O extrato inicial foi
concentrado 25 vezes (1 a 26°Brix) sendo o mesmo fator de concentragéo
atingido com as antocianinas cuja concentracao passou de 40 mg/100 mL para
980 mg/100 mL.

A concentracdo de sucos por membranas ocorre, geralmente, a temperatura
ambiente, mantendo as caracteristicas sensoriais do suco fresco, sem o sabor
de produto cozido. Koroknai et al. (2008) empregaram a ultrafiltracdo e a
osmose inversa para obter sucos de frutas vermelhas clarificados e
concentrados. Os sucos ultrafiltrados mantiveram 97% da atividade
antioxidante dos sucos frescos, no entanto a concentragdo em sélidos solaveis
nao foi mantida na mesma razao para a atividade antioxidante.

O uso de tecnologias de processamento mais amenas, COMO 0S Processos
de separagdo por membranas, pode ser uma alternativa com grande potencial
para se atingir uma maior estabilidade dos compostos fendlicos que sé&o
facilmente degradados, por oxigénio, pH, temperatura, acido ascorbico e
principalmente por enzimas enddgenas, polifenoloxidase e peroxidase
(PACHECO-PALENCIA, HAWKEN & TALCOTT, 2007; NAZCK & SHAHIDI,
2004, SKREEDE, WROSLTAD & DURST, 2000). As enzimas polifenoloxidase e
peroxidase sdo termorresistentes o que dificulta a inativacdo térmica das
mesmas sem perdas sensoriais significativas para o produto processado, no
entanto, Magalhdes et al. (2004), verificaram a eficacia da microfiltracdo e da

ultrafiltracdo para estabilizacdo da agua de coco. As técnicas de separacao por
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membranas empregadas pelos referidos autores reduziram de 61 a 77% a
atividade da polifenoloxidase e em 100% a atividade de peroxidase na fracéo

permeada da agua de coco.

2.5. Acai

Acai € o0 nome dado tanto ao fruto do acaizeiro (Euterpe oleracea Mart)
como a bebida oriunda da extracdo deste fruto. O acaizeiro (Figura 2.12) é uma
palmeira nativa da regido Amazénica, sendo o estado do Pard seu principal
centro de dispersdo natural. As maiores e mais densas populacdes
espontaneas ocorrem no estuario do rio Amazonas, devido as condi¢cdes
elevadas de temperatura, chuva e umidade relativa do ar. Os frutos s&o
globulosos e apresentam-se em cachos (ROGEZ, 2000), porém seu consumo
nao ocorre na forma in natura, necessitando ser processado.

A partir da década de 1990 o aumento da midia internacional para a
necessidade de preservacdo da Floresta Amazonica fez despertar o interesse
pelos produtos regionais ndo-madeireiros. Como conseqiéncia, observou-se,
talvez, a maior transformacdo da fruticultura da Amazonia que, impulsionada
pela criacdo da fabrica de beneficiamento de polpa de fruta em Tomé-Acu, em
1991, teve frutas como cupuacu, bacuri, pupunha e acai, conhecidas até entédo
apenas pela populacdo local, conquistando novos mercados, nacionais e
internacionais (ROGEZ, 2000; HOMMA & FRAZAO, 2002; NOGUEIRA et al.,
2005).
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Fotos : Matta. V. M

Figura 2.12 - Acaizeiro (a) e fruto do acai (b)

O acai parece ter sido bem aceito pelos novos mercados, e apesar da
escassez e divergéncias de dados, algumas publica¢gdes apontam um aumento
de 130% na coleta dos frutos entre 1994 a 2001. Nogueira et al. (2005)
apontam a preservacdo dos acaizais como um ganho ambiental importante
como consequéncia destes novos mercados, pois 20% da producao, em 2004,
foi proveniente de areas cultivadas e de agaizais nativos manejados, o que, em
anos anteriores, era quase que exclusivamente extrativista. A diminuicdo do
extrativismo e o aumento de areas cultivadas é uma tendéncia a ser mantida e
ampliada em funcéo da necessidade de regularidade da producédo para atender
a demanda.

O inicio da exportacdo se deu em 2000, para os Estados Unidos, ampliando
depois para Franca, Japéo, Italia e Alemanha, na forma de polpa congelada,
pd, creme, sorvete e agai pronto para consumo com granola e guarana. No
mercado externo, o agai € apreciado como uma bebida exética, enquanto que
no Brasil, em geral, como bebida energética, e no Para, como parte da
refeicdo, sendo a base da alimentacdo, principalmente da populacdo mais
pobre e rural (MONTEIRO, 2006).

Visando a manutencéo e ampliacdo do mercado de acai, algumas indastrias
estdo investindo ndo s6 no cultivo, mas também na qualificacdo da mao-de-

obra o que pode significar mais emprego e maior renda para a populacao local.
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Porém, a baixa vida de prateleira associada ao elevado custo de transporte sdo
fatores a serem superados (MONTEIRO, 2006). Ainda ha muito a se conhecer
e desenvolver visando a inovacao e promocao do desenvolvimento sustentavel
da cadeia do acai, devido & importancia econémica deste agronegocio para 0s
estados da regido Norte, especialmente Pard e Amapd, por responder pela
sustentacdo das populacdes ribeirinhas. Estima-se o envolvimento direto de
quase 25 mil pessoas e de R$40 milhdes no agronegdcio da polpa e suco de
acai (NOGUEIRA, et al., 2005;).

O acai tem importancia socioecondmica devido ndo s6 a sua relevancia na
alimentacédo da populacéo ribeirinha e de mais baixa renda, mas também por
seu potencial de aproveitamento (ROGEZ, 2000). Dos frutos se extrai a polpa e
subprodutos, o caroco pode ser aproveitado no artesanato, como adubo
organico e fonte de antioxidantes, o caule para obtencédo do palmito, as folhas
para cobrir as casas dos habitantes do interior da regido e ainda os estipes
adultos podem ser aproveitados para pasta e polpa de celulose pela industria
de papel (HOMMA & FRAZAO, 2002; NOGUEIRA, et al., 2005).

2.5.1. Caracterizacado quimica e atividade antioxida nte

O acai é tido como uma das frutas mais nutritivas da Bacia Amazénica e sua
bebida é um alimento altamente energético e de elevado valor nutricional
apesar de existirem divergéncias com relacdo a sua composicao centesimal em
macro e micro elementos. Alguns fatores como a sazonalidade, estagios de
maturacdo e procedéncia dos frutos, fatores ambientais, cultivares, além das
metodologias analiticas empregadas na determinacdo dos parametros
(SANABRIA & SANGRONIS, 2007), ou, ainda, devido a divergéncias na
nomenclatura dos produtos obtidos de acai, polpa e bebida, influenciam os
dados disponiveis de composi¢ao quimica (ROGEZ, 2000)

O perfil em &cidos graxos da polpa de acai € muito proximo ao perfil ideal de
um O6leo vegetal (CNNB, 1996). A fracdo lipidica da polpa é composta por
aproximadamente 24% de saturados, 59% de monoinsaturados e 17% de
poliinsaturados (ROGEZ, 2000; SANABRIA & SANGRONIS, 2007). Seu oleo

pode também ser utilizado como ingrediente para a industria alimenticia,
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cosmeética, dentre outras, agregando valor (PACHECO-PALENCIA, MERTENS-
TALCOTT & TALCOTT, 2008).

Palacio (2008) utilizou a torta obtida com a centrifugacéo da polpa de acai
para a extracdo de Oleo por prensagem, obtendo um rendimento elevado de
78-80% e um 6leo de boa qualidade (indice de peréxido baixo), com os indices
de iodo e de saponificacdo tipicos de Oleos vegetais ricos em acidos graxos
insaturados e de cadeia longa.

A polpa de acai foi utilizada como matéria-prima para a extracdo de 6leo por
solvente e por via enzimdtica, ndo tendo sido verificadas diferencas
significativas na composicdo em acidos graxos, apresentando predominancia
de monoinsaturados (até 61%), porém com teor apreciavel em poliinstaurados
de até 10,6% (NASCIMENTO et al., 2008)

Os valores observados para micronutrientes em acai divergem bastante de
acordo com a fonte bibliografica, em mais de dez vezes para o ferro, por
exemplo, podendo ser atribuido as metodologias empregadas ou até mesmo
em decorréncia da divergéncia quanto & nomenclatura dos produtos (ROGEZ,
2000). As variagdes quanto aos macro e micronutrientes também ocorrem em
funcdo do local de obtencédo e da safra, apesar de serem de menor magnitude
(SANABRIA & SANGRONIS, 2007). O unico autor a quantificar a vitamina E no
acai foi Rogez et al (1996), tendo encontrado um teor apreciavel (45 mg/100g),
que poderia justificar a contribuicdo de 8% da fracao lipofilica do acai para a
atividade antioxidante global, determinada por Pozo-Insfran, Brenes & Talcott
(2004).

Os estudos sobre identificacdo e quantificacdo das antocianinas em agai sao
poucos e apresentam divergéncias quanto as antocianinas identificadas. Em
amostras distintas de polpa de acai foram identificadas em diferentes trabalhos
as antocianinas cianidina-3 (glucosideo, rutinosideo e sambiosideo),
perlagonidina-3-glucosideo e peonidina-3 (glucosideo e rutinosideo) na polpa
de acai. Apesar de ndo ter sido observado um perfil padrdo de composicao de
antocianinas no acai, somente a cianidina-3-glucosideo foi identificada por
todos. Pozo-Insfran, Brenes & Talcott (2004) foram os Unicos a identificar a
perlagonidina-3-glucosideo, enquanto a cianidina-3-rutinosideo foi identificada
por Lichtenhéler et al. (2004); De Rosso et al. (2005), Galori et al. (2005), Brito
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et al. (2007) e Pacheco-palencia, Hawken & Talcott (2007).

Outros compostos fendlicos como acidos fendlicos, flavandis e flavondis
foram identificados e quantificados na polpa de acai por Pozo-Insfran, Brenes &
Talcott (2004), Galori et al. (2005), Brito et al.(2007) e Pacheco-palencia,
Hawken & Talcott (2007). A grande variabilidade de compostos fendlicos é
apontada como um possivel fator positivo para a estabilizacdo do pigmento,
uma vez que a classe do copigmento e a razao molar copigmento/pigmento
influenciam fortemente na estabilidade da cor.

O uso do acai como corante tem sido avaliado ndo s6 para aplicacdo em
alimentos, mas também para outros usos relacionados a saude. Pesquisadores
da Embrapa Amazonia Oriental em parceria com a Universidade Federal do
Para desenvolveram um identificador de placa bacteriana com corante de acai,
sendo depositada a patente nos Estados Unidos em 2007 (NAZARE et al.,
2007), e Cordova-Fraga et al. (2004) o testaram como fluido para contraste
intestinal.

Na area alimenticia, Constant (2003) extraiu as antocianinas do acai e
aplicou o corante em p6 obtido por spray drying em iogurte, queijo tipo petit
suisse, e isotdnico em po e liquido, avaliando a estabilidade do corante nesses
produtos, sendo o isotbnico liquido o Unico que ndo apresentou boa
estabilidade, devido a sua atividade de agua e pH relativamente altos. Wada et
al. (2007) apontam um interesse crescente no uso de corantes naturais
alimenticios como *“aditivos alimenticios multifuncionais”, por seus efeitos
terapéuticos além dos nutricionais. Bobbio et al. (2000) sugerem o uso do acai
como fonte para extracdo de antocianinas, devido ao elevado teor deste
pigmento e auséncia de toxicidade da matéria-prima. Seguindo esta linha,
Coisson et al. (2007) avaliaram o uso de suco de acai como corante funcional
em iogurte, comparando a atividade antioxidante do mesmo em relagcdo ao
produto comercial adicionado de suco de arando (bilberry), usado como
padrdo. Apesar de o produto enriquecido com acai apresentar uma menor
atividade antioxidante, o valor ainda foi relevante, sugerindo o uso de suco de
acai, rico em antocianinas, como corante e flavorizante para obtencdo de um
alimento lacteo que aumentaria a ingestao de cianidina -3-glicosideo.

Poucos estudos disponiveis na literatura avaliaram a atividade antioxidante
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da polpa de acai. Pozo-Insfran, Brenes & Talcott (2004) utilizaram polpa de acai
da Colébmbia e encontraram uma atividade antioxidante de 48,6 pmol Trolox
equivalente/mL, que foi atribuida, principalmente, as antocianinas. Pacheco-
palencia, Hawken & Talcott (2007), utilizando outra metodologia (ORAC), porém
expressando também em Trolox, encontraram valores similares para a polpa
integral, da ordem de 54,4 umol Trolox equivalente/mL e uma perda de quase
20% promovida pela clarificacdo classica com terra diatomacea, como
conseqiéncia da perda de compostos fendlicos antocianicos e nao-

antocianicos.

2.5.2. Processamento do acai

O principal produto obtido do fruto do acai é a polpa, também chamado
simplesmente de acai, que pode ser utilizada como matéria-prima para
diversos produtos como geléia, sorvete, cremes, recheios de bombom, dentre
outros. Com um mercado local muito forte, estima-se um consumo de acai de
120 mil litros/dia na cidade de Belém. Com o aumento do consumo em outras
localidades, boa parte da producédo deixou de ser artesanal, apesar de ainda
ser realizada de forma bem empirica (NOGUEIRA et al., 2005; ROGEZ, 2000).

A producao industrial da polpa consiste nas seguintes etapas: recebimento
dos frutos; selecdo manual; pré-lavagem; lavagem (com cloro); remoc¢éo do
cloro (aspersdo com &gua potavel); amolecimento ou maceracéao;
despolpamento e refino. A etapa de amolecimento ou maceracao consiste em
imergir os frutos em agua, por um periodo de tempo determinado. Tanto a
temperatura quanto o tempo de maceracao variam de um produtor para outro,
pois ainda ndo existe um processo otimizado que facilite o aumento do
rendimento na obtencdo da polpa sem prejudicar a sua qualidade (NOGUEIRA
et al., 2005; ROGEZ, 2000).

Os parametros tempo de batida e quantidade de agua adicionada na etapa
de despolpamento também sdo estipulados empiricamente, pela experiéncia
pratica do manipulador, variando de acordo com o tipo de acai que se deseja
obter, com a proveniéncia dos frutos, dentre outros (NOGUEIRA et al., 2005;

ROGEZ, 2000). O Ministério da Agricultura, Abastecimento e Agropecuaria
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(MAPA), através de Instru¢cdo Normativa, estabelece padrées de identidade e
qualidade para o acai e polpa de acai, classificando como polpa de acai o
produto obtido através da extracdo da polpa do fruto por meios mecanicos, sem
adicdo de agua e sem filtracdo, 0 que na pratica ndo é possivel. Portanto, acai
ou bebida de acai é o produto obtido pela extracdo do fruto com adicdo de
agua e filtrado, sendo classificado em trés diferentes tipos como acai fino,
meédio ou grosso, de acordo com o teor de sélidos totais. O acai fino apresenta
de 8 a 11%, o médio, de 11 a 14% e o grosso, acima de 14% de sélidos totais
(BRASIL, 2000).

Em funcdo dos novos mercados e da necessidade de transporte, grande
parte da polpa de acai obtida atualmente sofre algum processo de conservacao
mantendo a oferta do produto o ano todo, apesar de ter uma produgcdo de
frutos ocorrendo em duas safras, a de verdo, no periodo de agosto a
dezembro, e a de inverno, entre marco e junho. Como observado por Cohen et
al. (2007), a época da colheita influencia na composi¢édo do acai, assim como a
procedéncia e as boas praticas de producdo. Deste modo, € de extrema
importadncia para o agronegocio do acai, o conhecimento sobre producéo,
colheita, pés-colheita e processamento, para que se mantenha a qualidade do
produto ofertado durante todo o ano.

Processos de conservacdo como branqueamento, pasteurizacao,
congelamento e desidratacdo estdo sendo utilizados, uma vez que a polpa de
acai € muito perecivel, apenas 12 horas sob refrigeracdo. A baixa estabilidade
do produto pode ser decorréncia da elevada carga microbiana presente no
fruto, que poderia ser minimizada por adocdo de boas préticas agricolas e de
fabricacdo. As enzimas endogenas, peroxidase e polifenoloxidase, sao
responsaveis por alteracdes sensoriais importantes por induzirem indiretamente
a oxidacdao lipidica e promoverem o escurecimento do produto, modificando a
cor de roxo para marrom (ROGEZ, 2000; NOGUEIRA et al., 2005).

Em funcdo da vida de prateleira muito curta, a tecnologia de obstaculos foi
avaliada para a conservacdo da polpa de acai por Alexandre, Cunha &
Hubinger (2004), que empregaram a diminuicdo do pH, tratamento térmico,
reducdo da atividade de agua por adicdo de sacarose e adicdo de conservador
sorbato de potéssio. Todas as formulacdes testadas permaneceram estaveis
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microbiologicamente ao longo dos cinco meses de armazenamento, entretanto
nem todas foram aceitas sensorialmente.

A tecnologia de alta pressdo foi testada por Menezes (2005) para a
conservacdo da polpa de acai, mostrando-se uma alternativa eficiente a
pasteurizacdo. No entanto, os tratamentos a 500 Mpa e a 25°C, por
estimularem as enzimas polifenoloxidase e peroxidase, promoveram perda de
coloracéao da polpa.

Os dados escassos da literatura evidenciam a necessidade de
conhecimentos mais especificos e aplicados a fim de aliar a seguranca
alimentar a qualidade sensorial, nutricional e funcional do acai e, assim,

contribuir para promover a sustentabilidade econémica da cadeia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria-prima

Na legislacéo brasileira (Brasil, 2000) polpa de acai € o produto obtido sem
adicdo de agua. Na pratica, entretanto, a extracdo ndo é possivel sem adicéo
de agua, motivo pelo qual, neste trabalho, polpa de acai refere-se ao produto
obtido com adicao de &gua.

Para a avaliacdo dos estagios de maturacao foi obtido um lote de polpa para
cada estagio de maturacao, utilizando para tanto os frutos verde, parol (de vez)
e maduro, colhidos na Estacdo Experimental da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), localizada em Castanhal/PA, no més de fevereiro.

O estudo da influéncia de diferentes condi¢cdes para a obtencdo da polpa foi
conduzido com frutos adquiridos comercialmente no mercado Ver-o-peso, em
Belém-PA.

Os experimentos de pré-tratamento e microfiltracdo foram conduzidos com
acai tipo grosso congelado, adquirido de uma industria processadora de acai
localizada em Belém/PA.

As diferentes matérias-primas utilizadas estdo resumidas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Matérias primas utilizadas e os diferentes experimentos

Matéria _ . Experimentos em
_ Origem e obtenc¢éo da polpa -
prima que foram utilizadas
Frutos Colhidos na estacéo experimental Avaliacéo dos
verdes, de vez de Castanhal e processados na estagios de
e maduros UFRA para obtencédo das polpas. maturacao
N Avaliacao das
Frutos Adquiridos no mercado Ver-o-peso o
condicbes da
maduros e processados na UFRA. .
extracao
Polpa de . ) i
o Adquiridos diretamente de uma Pré-tratamentos e
acal, tipo o . . _— ~
agroindustria localizada em Belém. microfiltracéo
grosso
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Todas as polpas foram congeladas e transportadas via aérea para o Rio de

Janeiro, onde foram processadas e ou analisadas em triplicata.

3.2. Procedimento experimental

Os testes para caracterizacdo do fruto e obtencdo da polpa de acai foram

realizados na Planta Piloto do Centro de Tecnologia Agropecuaria (CTA) da

Universidade Federal Rural da Amazénia, em Belém/PA. Os experimentos de

pré-tratamento e de microfiltracdo assim como as determinacdes analiticas

foram realizados nas Plantas Piloto Il e IV e nos laboratérios da Embrapa

Agroindustria de Alimentos, no Rio de Janeiro/RJ (Figura 3.1).

0o
O
0 O Coleta dos futos Congelamentoe
og (verde, de veze Obtencéo das polpas ransoorte das pols Andlises laboratoriais Avaliagéo estatistica
0 2 maduro) - Castanhal/ CTA-UFRA paraoRJp P Embrapa CTAAR/ dos resultados
‘g T UFRA P
wE
0
0@
T O Obtencdo das polpas
ol Frutos maduros (Ver- sob diferentes trag:ngrila:inaesmzleas Andlises laboratoriais Avaliagdo estatistica
Qg 0-peso) - Belém/PA condigies maceragéo P pop Embrapa CTAAR/ dos resultados
00 paraoRJ
= 0 CTA-UFRA
We
[}
0 Refino
T
00 Recebimento da Pré-atamentos da Andlises laboratoriais Avaliago estatistca ondcéon/a
Q0 £ polpa de agai polpa para Embrapa CTAAR! dos resultados ondeo
g congelada microfitragéo icrofitraco’
® Centrifugacéo
-]
g
K
8« Sistema ceramico
] Centrifugacéo da Miofiacio Andlises laboratoriais Avaliagdo estatistica
% polpa de agai ¢ Embrapa CTAARJ dos resultados
1.
9 Sistema Polimérico
b3

Figura 3.1 — Diagrama dos procedimentos experimentais realizados.
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3.2.1.Caracterizacdo da polpa de acai em trés
estagios de maturacao

Os frutos, em trés diferentes estagios de maturacédo, foram processados
para a obtencdo da polpa de acordo com o fluxograma abaixo. As polpas
obtidas foram caracterizadas fisico-quimicamente, a fim de se determinar o
efeito do grau de maturacdo sobre os compostos fendlicos totais, antocianinas
totais e monomeéricas bem como sobre a atividade antioxidante em cada
estagio de maturacao do fruto.

Recebimento Selecédo Lavagem por Lavagem por

Obtencéo das
Frutos Pesagem asperséo imersé@o

polpas

» Maceragéo

Figura 3.2 — Fluxograma de obtencéo das polpas dos frutos em trés estagios

de maturacao

Para cada experimento, foram utilizados 9 kg de frutos. A maceracdo dos
frutos foi realizada a 50°C por 30 minutos. Para a obtenc&do das polpas, foi
adicionada agua na proporc¢éo de 0,61:1 (agua: fruto) e a extracdo foi realizada
em uma batedeira de acai (Figura 3.3).

Foto : Matta, V. M.

Figura 3.3 — Batedeira ou despolpadeira de acai
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As polpas de acai obtidas foram devidamente identificadas, armazenadas
em bolsa plasticas e congeladas, sendo parte armazenada na unidade de
processamento e parte transportada por via aérea até o Rio de Janeiro, para as
analises laboratoriais descritas no item 3.3, sendo mantidas congeladas até o
momento de realizacdo das analises. O rendimento em polpa, para cada

estadio de maturacao foi calculado de acordo com a Equacéao 3.1.

Polpa obtida
Rendimento (%) = P (g) »® 100 Eq.3.1
Frutos (kg)

3.2.2.Extracdo da polpa de acai em diferentes
condicdes de maceracéo

Para avaliacdo do efeito da temperatura e do uso de enzimas durante a
maceracao dos frutos sobre a extracdo da polpa e sobre as caracteristicas da
mesma, foram realizados seis experimentos de obtencéo da polpa com 2kg de
frutos maduros cada, seguindo o fluxograma (Figura 3.1) descrito no item
anterior, variando-se as condicfes da etapa de maceracdo. A maceracao foi
realizada em trés temperaturas (30°C, 35°C e 40°C), com e sem a adicéo de
enzima Rapidase® TF da DSM Food Specialties, na concentracdo de 0,1g/kg
de fruto. A Rapidase TF, € uma preparacdo enzimatica liquida oriunda de
Aspergillus niger e Trichoderma reseei, apresentando atividade de pectinase e
hemicelulase, com temperatura 6tima na faixa de 10 a 50°C e pH entre 3,0 e
5,5.

A enzima foi diluida na dgua de maceracéo antes da adicao dos frutos, que
permaneceram sob estas condi¢cdes por 15 minutos. Apés esta etapa os frutos
foram pesados e seguiram para a batedeira sendo adicionada agua, para a
obtencdo da polpa, na proporcdo de 0,5:1 (adgua:fruto) durante o
processamento.

As polpas obtidas foram pesadas e congeladas, para posterior realizacao
das andlises laboratoriais e avaliacdo do efeito das condigcbes de maceragao
sobre os compostos bioativos e a atividade antioxidante do acai. O calculo do
rendimento de cada processo foi calculado utilizando-se a Equacéo 3.1.
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3.2.3. Pré-tratamentos para a microfiltracao

A polpa de acai tipo grosso, obtida comercialmente, foi a matéria-prima
utilizada para os testes de pré-tratamento, refino e centrifugacdo, assim como
para os experimentos de microfiltracdo. A polpa foi uniformizada, acondicionada
em bombonas plasticas, congelada e mantida sob congelamento até o
momento dos testes. Esta polpa foi denominada polpa integral, para fins
analiticos.

O pré-tratamento teve por objetivo reduzir os teores de polpa e de solidos
totais, e com isso, facilitar a microfiltracdo do acai. Em cada teste foram
utilizados 19 kg de acai grosso, efetuando-se a pesagem dos produtos obtidos,
para a determinagéo do rendimento dos mesmos (Equacao 3.2).

Polpa obtida (kg)
Rendimento (04) = X 100 o
endimentao (06) Polpa Integral (kg) q

Os produtos obtidos através dos pré-tratamentos de refino e centrifugacao,
para efeito do presente trabalho, foram denominados de polpa refinada e polpa
centrifugada de acai, respectivamente. Foram coletadas amostras das polpas
integral, refinada e centrifugada, para realizacdo das analises de
caracterizagcdo e para avaliacdo do efeito dos pré-tratamentos sobre os
compostos fendlicos totais e antocianinas totais, bem como sobre a atividade
antioxidante das mesmas.

Para o refino, foi utilizada uma despolpadeira de escovas (Figura 3.3) com
peneira de aco inox com poros de 0,6mm de diametro, marca Itametal, modelo
Bonina 0,25df.
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Foto: Matta, V. M.

Figura 3.4 - Despolpadeira de escovas

Para a centrifugagdo, foi utilizada uma centrifuga de cestos (Figura 3.4)
marca Internacional Equipment Company, modelo SIZE 2, a 4069, tendo como
meio filtrante uma tela de nylon de 150 pum.

Foto : Matta, V. M.

Figura 3.5 — Centrifuga de cestos

3.2.4. Microfiltracéo

Testes preliminares de microflitragdo foram conduzidos utilizando-se as
polpas refinada e centrifugada, os quais resultaram na definicdo da

centrifugacdo como a melhor condicdo de pré-tratamento para a microfiltracao.
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Para os experimentos de microfiltragéo, foram centrifugados 68 kg de polpa
integral, nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3.2.3, sendo a polpa
centrifugada uniformizada e fracionada em bombonas plasticas, previamente
sanitizadas, em volumes de dois e quatro litros, para facilitar o
descongelamento antes dos experimentos.

Foi realizado um planejamento experimental com dois fatores, temperatura e
tipo de membrana, em dois niveis cada, para avaliar a influéncia dos mesmos
sobre 0s compostos bioativos presentes na polpa de acai durante a
microfiltragdo. Os processos foram realizados em duplicata, sendo testados
dois tipos de membrana em sistemas pilotos, um composto por membranas
ceramicas e outro por membranas poliméricas, e duas temperaturas de

processamento, 25 e 35°C.

Foto : Matta, V. M.

Figura 3.6 - Sistema de microfiltracdo com membranas ceramicas

O sistema ceramico (Figura 3.6) utilizado é composto por quatro membranas
tubulares de a-alumina com poros de 0,1um e area filtrante total de 0,022mz2.
As membranas estdo dispostas em série, sendo o permeado coletado de cada
membrana por tubos flexiveis independentes. O tanque de alimentagdo, em
aco inox, tem capacidade nominal de 4 litros, é fechado e encamisado,

permitindo o controle da temperatura de processo através do acoplamento do
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sistema de refrigeragdo. O sistema permite, também, acoplar uma entrada de
nitrogénio gasoso, a fim de diminuir o contato do produto com o oxigénio e
reduzir as reacdes oxidativas.

Foto : Silva, L. F. M.

Figura 3.7 - Sistema de microfiltracdo com membrana polimérica

O sistema polimérico (Figura 3.7) utilizado € composto por uma membrana
tubular de polietersulfona com poros de 0,3 um de didmetro e area filtrante total
de 0,05 m2,

A polpa centrifugada, utilizada nos testes de microfiltracdo, era
descongelada, em processo lento, no dia anterior ao processamento.

Os processos foram realizados em batelada simples, com recirculagédo do
retido, a uma vazao de recirculacao de 900 L/h e diferenca de presséo aplicada
a membrana de 3,0 bar. O tempo de processo variou, uma vez que o parametro
utilizado para finalizacdo do processamento foi o fator de concentragéo
volumétrica, fixado em 2,0. O fator de concentracdo volumétrica (F.) € dado
pela equacéo 3.3.

v

a

F.=——— Eq.3.3
{va_ Vp]

Onde;
F. é o fator de concentracdo volumétrico,

V, é volume alimentado a membrana, em litros e,
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Vp € 0 volume de permeado, em litros.

O acompanhamento dos processos foi realizado pela determinacao do fluxo
de permeado a cada cinco minutos. Nestes mesmos tempos, os valores de
volume de permeado acumulado, as pressfes de entrada e saida e a
temperatura eram anotados.

O fluxo de permeado foi determinado pela medida do tempo necessario para
recolher um determinado volume de permeado e calculado utilizando-se a
Equacéo 3.4.

- (M) Eq.34

a

Onde;

J - fluxo de permeado, expresso em L/hm2,

V -volume de permeado recolhido, em litros,

t - tempo medido no crondbmetro, em segundos,

a - area filtrante da membrana, em mz2.

Em todos os processos foram retiradas amostras das fragdes alimentacéo,
permeado e retido, para serem analisadas posteriormente, a fim de avaliar o
efeito dos processos sobre os compostos de interesse.

3.2.5. Limpeza dos sistemas de microfiltracao

Os sistemas de microfiltracdo eram lavados e sanitizados de acordo com o
procedimento descrito no fluxograma abaixo, sempre ap0s 0 uso e repetido,

guando necessario.
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Agua filtrada em sistema aberto. —J

Recirculagédo da solugéo alcalina

20 minutos.

(NaOH 1%) a 50°C e AP=0 bar por —l

Recircular por mais 10 minutos com
AP=2 bar.

restaurada em 90%?

Agua filtrada em sistema aberto, até

Permeabilidade

SIM

Sistema
limpo.

o pH do permeado atingir a
neutralidade. —l

Recirculagéo de solugéo cloro-
alacalina (NaOH 1% e 200ppm de
hipoclorito de s6dio), a 50°c e AP=0
bar, por 20 minutos.

A

Adicionar 2 gotas de detergente
para membranas na solugdo cloro-
alcalina e recircular por 20 minutos.

Y

Agua filtrada em sistema aberto, até
o pH do permeado atingir a
neutralidade.

A

Determinar a permabilidade
hidraulica para verificagéo da
limpeza.

Figura 3.8 - Fluxograma de processo de limpeza dos sistemas de

repetido.

microfiltracéo.

Apés a limpeza era realizada a determinagéo da permeabilidade hidraulica, a
fim de verificar a eficacia do procedimento. O sistema era considerado limpo
quando se restaurava, no minimo, 90% da permeabilidade hidraulica inicial das

membranas. Caso este valor ndo fosse atingido, todo o procedimento era

A permeabilidade hidraulica € um fator caracteristico de cada membrana e

pode ser definido como o inverso da resisténcia intrinseca da mesma. Ela pode
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ser determinada pela medida da quantidade de agua que permeia a membrana
em um determinado tempo, por unidade de area e por unidade de presséo.

Para a determinacdo da permeabilidade hidraulica, o sistema era alimentado
com agua, e o fluxo de permeado era medido a temperatura e pressao
determinadas, sendo calculado, pela Equagéo 3.5.

((lfftj xzﬁﬂﬂj
a
I = AP Eq.3.5

Onde;

J - fluxo de permeado, expresso em L/hm2,

V - volume de permeado recolhido, em litros,

t - tempo medido no crondbmetro, em segundos,
a - area filtrante da membrana, em m2 e,

AP € a pressao transmembrana aplicada ao sistema, em bar.

3.3. Métodos analiticos

3.3.1. Atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante das diferentes amostras
foram obtidos extratos de acordo com a metodologia descrita por Rufino et
al.(2007) e a quantificacdo de acordo com Re et al (1999).

Os extratos foram obtidos de acordo com o procedimento descrito abaixo

(Figura 3.8) e congelados por no maximo 15 dias antes da analise.
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Pesar amostra em béquer
(0,5a2g)

Adicionar 10mL de
metanol50% e agitar
manualmente. Repouso por W

60 minutos/escuro.

Centrifugar por 20 minutos
para separagao das fases. W

Recolher sobrenadante em
balao volumétrico ambar de W

25mL.

Adicionar 10mL de acetona

70% ao precipitado e agitar
em vortex. W

Transferir solugdo para o
béquer e deixar em repouso
no escuro por 60 minutos.

Centrifugar por 20 minutos
para separagao das fases.

Transferir o sobrenadante
para o mesmo balédo
vollumétrico e completar com
agua destilada

Figura 3.9 — Procedimento de obtencdo do extrato para a quantificacdo da

atividade antioxidante.

O radical ABTS" foi formado quimicamente com K,SOs, persulfato de
potassio, adicionando em um frasco ambar5 mL da solucdo 7mM de ABTS em
agua destilada e 88 pLdasolucdo deK,SOs 140mM, que permaneceu fechado a
temperatura  por no minimo 14 horas, para formagdo e estabilizacdo da
solucdo de ABTS™. Esta solugdo concentrada de ABTS' foi diluida,
aproximadamente de 70 a 80 vezes, em etanol 95% até atingir uma
absorvancia de 0,700 + 0,020 & 734nm.

Para a construgdo da curva de calibragdo de Trolox, eram elaboradas
solugdes com concentragcbes de 100; 500; 1000; 1500 e 2000 uM em etanol
95%, as quais ao reagirem com a solucdo de ABTS" (na proporc¢édo de 1:10)
durante 6 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, promoviam um
decréscimo na absorvancia da solucéo, lida a 734nm, por restaurar parte do
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ABTS™ em ABTS néo radicalar. O branco era lido com etanol 95% na mesma
proporcao.

A quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos era realizada da
mesma forma: aliquotas do extrato e da solucdo etandlica de ABTS™, na
proporcdo 1:10, eram homogeneizadas, mantidas ao abrigo da luz a
temperatura ambiente e as absorvancias lidas apos 6 minutos da adicdo da
altima solucdo. Deste modo, a diferenca entre a absorvancia do branco e da
amostra, péde ser expressa como equivalente de Trolox necessario para uma
mesma resposta, utilizando a equacao da reta da curva de calibragédo deste

padréo.

3.3.2. Antocianinas totais e monomeéricas

Para a avaliacdo da influéncia dos pré-tratamentos sobre as antocianinas
totais, estas foram quantificadas pelo método descrito por Fuleki & Francis

(1968a), de acordo com o procedimento descrito abaixo.

Pesar amostra em

béquer (2 a 6g) W

Adicionar 50mL de

etanol:HCI 1,5N (85:15%) W

Agitagdo magnética por 5

minutos e repouso sob
refrigeragdo por 12 horas. W

Filtragdo em funil de

buchner. W

Transferir filtrado para
baldo volumétrico de

100mL e avolumar com
mesma solugéo.

Repouso por 60 minutos
para estabilizagéo.

Leitura da absorvancia a
528nm contra o branco
de etanol:HCI 1,5N
(85:15%).

Figura 3.10 — Procedimento de quantificagdo das antocianinas totais por Fuleki
& Francis, 1968(a).
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Para a filtracdo do extrato em funil de buchner, foi utilizado papel de filtro
faixa preta (rapida filtracdo). A quantificacéo foi feita pela leitura da absorvancia
a 528 nm, do extrato filtrado, e o calculo realizado através da equacéo 3.6,
sendo o teor de antocianinas totais expresso em equivalente da antocianina

principal, cianidina—3-glucosideo.

AT = l(ﬁbsszs X FMgianidma—E—glucnsinﬂen>=C Fd) % 100] Eq.3.6
£

onde;

AT sdo as antocianinas totais expressas em mg da antocianina
predominante em 100g de amostra;

Abssyg € a absorvancia do extrato filtrado lida a 528nm,;

PM é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo (445,2);

fd é o fator de diluicdo dado pela razdo volume:massa, sendo utilizados os
valores em litros e gramas;

€ é o coeficiente de extincdo molar da cianidina 3-glucosideo em solucéo
etandlica acidificada & 528nm, cujo valor é de 29.600 M*cm™:;

100 é utilizado para expressar o valor por 100 gramas de amostra.

A determinacdo dos teores de antocianinas totais e monoméricas dos
demais experimentos foi realizada através da metodologia de pH diferencial
descrita por Giusti & Wrolstad (2001) adaptada (Figura 3.11). Foi introduzida
uma etapa de filtracdo da amostra em papel de filtro de rapida filtracdo, para
eliminar os solidos em suspenséo e deste modo, ser possivel a determinagéo

da absortividade da solucgéo.



Pesar amostra em balbes
volumétricos, um para
cada tampéao.

Avolumar os balées com
os tampdes
correspondentes e agitar
em vortex.

Apds 25 minutos de
repouso ao abrigo da luz,
filtrar em papel de filtro
faixa preta.

Ler a absorvancia dos
filtrados, em ambos os
tampdes, a 510 € 700nm.

Figura 3.11 — Procedimento de quantificacdo das antocianinas totais e

monomericas por pH diferencial.

O comprimento de onda de 510nm foi escolhido devido ao valor do €janidina-3-
glucosideo €M tampédo pH 1.0 existente na literatura e por ser esta a Unica
antocianina identificada em polpa de acai nos trabalhos consultados.

Para a quantificagdo das antocianinas totais foram consideradas as
absorvancias a 510 e 700nm apenas da solucdo de pH 1 e os calculos

realizados de acordo com a equacgéo 3.7.

((Absgyo — AbsSypp),m 10 X 10° X PM X fd) y
=

AT =

100 Eq.3.7

Onde;

AT sdo as antocianinas totais expressas em mg de cianidina-3-glucosideo,
antocianina majoritaria, em 100g de amostra;

(Abssip € Absz7o)pH1,0 S80 0S valores de absorvancia da amostra diluida na
solucéo tampao pH 1,0 lidos a 510 e 700nm, respectivamente;

PM é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo;

fd é o fator de diluicdo dado pela razdo volume da diluicdo, em litros, por
massa de amostra, em gramas;

€ é o coeficiente de extincdo molar da cianidina 3-glucosideo em solucéo
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tamp&o pH 1,0 & 510nm, cujo valor é de 26.900 Lcm *mol *;

100 é utilizado para expressar o valor por 100 gramas de amostra.

Para a quantificacdo das antocianinas monomericas foram consideradas as
absorbancias a 510 e 700nm das amostras diluidos nas solu¢des tampéo pH

1.0 e 4.5 e os céalculos de acordo com a equacéo 3.8.

AM = AT —

Abs.,, — Abs - ¥ 107 % PM x fd
([:[ 510 ?E'E':I[JH 4.5 }) w 100] Eq.E.E

£

Onde,

AM sdo as antocianinas monoméricas expressas em mg de cianidina-3-
glucosideo, antocianina majoritaria, presentes em 100g de amostra.

AT sdo as antocianinas totais expressas em mg da antocianina
predominante em 100g de amostra

(Abss1o € Abs7qo)pH 4.5 S80 as absorvancias lidas da solugdo em pH 4.5 nos
comprimentos de onda 510 e 700 nm, respectivamente.

3.3.3.ldentificacdo das antocianinas monomeéricas
por CLAE

As antocianinas monomeéricas foram identificadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia através da metodologia proposta por Brito et al. (2007), a qual
emprega uma extracao prévia das antocianinas com solucao de acido férmico a
10% em metanol e centrifugagédo a 25000 g a 20°C. O extrato obtido foi seco
com nitrogénio gasoso e entdo ressuspenso em metanol em acido férmico
aguoso (1:9) antes de ser injetado no cromotografo.

A analise foi realizada em CLAE-EM modelo HP series 1100 MSD com
detector de arranjo de diodos (DAD) GB15A, utilizando uma coluna SB-C18
(3.5 um, 4.6 x 150 mm). A fase movel foi constituida de solvente A (solucdo
aguosa de acido férmico 10%) e solvente B (solucdo de acido formico 10% em
metanol) nas condicbes descritas na Tabela 3.2 com um fluxo médio de

1mL/min e deteccao do sinal a 530nm.
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Tabela 3.2 — Gradiente de concentracédo da fase moével

Tempo da corrida

Solvente B
(minutos)
12 -25% 32
25 - 60% 48
60 — 100% 50
100 - 12% 55

A identificacdo das antocianinas majoritarias foi realizada através de um
cromotograma padréao de polpa de acai obtido através das mesmas condi¢des
cormatograficas descritas acima, com o cromatégrafo acolpado a um

espectrometro de massa. Para a espectrometria de massa (Brito et al., 2007).

3.3.4. Fendlicos totais

A determinacdo dos teoes de fendlicos totais foi conduzida seguindo o
fluxograma abaixo, de acordo com o método espectrofotométrico proposto por
Singleton & Rossi (1965) modificado por Georgé et al. (2005). A quantificacéo
dos compostos fendlicos totais foi realizada através de uma curva de calibragéo
de acido galico, sendo os valores expressos em mg equivalentes de éacido

galico/100g de amostra.
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Pesar amostra em

béquer (2 a 6g) W

Adicionar 50mL de

etanol:HCI 1,5N (85:15%) W

Agitagdo magnética por 5

minutos e repouso sob
refrigeragdo por 12 horas. W

Filtragdo em funil de

buchner. W

Transferir filtrado para
baldo volumétrico de

100mL e avolumar com
mesma solugéo.

Repouso por 60 minutos

para estabilizaggo. W

Leitura da absorvancia a
528nm contra o branco
de etanol:HCI 1,5N
(85:15%).

Figura 3.12 — Procedimentos de obtencao dos extratos e quantificagao do teor
de fendlicos totais por Folin-Ciocalteu.

3.3.5.pH

As medidas de pH foram realizadas através de leitura direta em
potencidmetro Metronal E-120 de acordo com a metodologia descrita pela
A.O0.A.C. (1984 — 13.010), utilizando as solu¢cdes tampéao pH 4,0 e pH 7,0, para

calibracéo do equipamento.

3.3.6. Sdlidos soluveis (°Brix)

O teor de solidos soluveis foi determinado pela leitura direta em refratdmetro
de acordo com a metodologia descrita pelo A.O.A.C., 1997 — 932,12, utilizando
um refratdmetro digital de bancada, marca Atago modelo PR 1001 com escala
de 0 a 45 °Brix .
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3.3.7. Acidez titulavel total

A acidez titulavel total foi realizada através do método titulométrico proposto
pela A.O.A.C. (1997), em titulador automético, marca Metrohm, modelo 785
DMP — Titrino, utilizando como titulante uma solucdo de hidréxido de sodio
fatorada com biftalato de sddio. Os valores obtidos foram expressos em mg de

acido malico por 100 g de amostra.

3.3.8. Teor de polpa

O teor de polpa das amostras foi medido através da metodologia proposta
por Reed et al. (1968), que se baseia na determinacdo da polpa por

centrifugacéo. Os valores foram expressos em porcentagem massica.

3.3.9. Sdlidos totais

O teor de solidos totais foi realizado através da metodologia descrita no livro
de normas analiticas Instituto Adolfo Lutz (1985), a qual se baseia na
determinacao do peso seco obtido pela secagem em estufa a vacuo a 60 T do
material de interesse até obtencdo de peso constante. Os valores foram

expressos em porcentagem massica.

3.3.10. Composicao centesimal

A composicdo centesimal das amostras foi realizada através das
metodologias oficiais descritas abaixo:

» Teor de cinzas pelo método 923.03, AOAC 2000;

* Umidade pelo método 925.45D, AOAC 2005;

» Extrato etéreo pelo método 922.06, AOAC 2005;

» Nitrogénio total pelo método de Kjedahl tradicional - AACC 1995 -
método 46-13 modificado e fator 6.25 para conversdo do nitrogénio
em proteinas totais.

» Carboidrato total calculado pela diferenca

49



3.3.11. Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o programa XLSTAT
7.5, versao 7.5 para analise de variancia (ANOVA) de um fator e teste de Tukey
com intervalo de confianca de 95%. A analise de variancia de dois fatores foi
feita utilizando o programa GRAPHPAD PRISM 4 versdo 4.0 e o teste de

Bonferroni. A analise de correlacdo de Pearson foi realizada no Excel.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da polpa de acai em trés
estagios de maturacao

As polpas obtidas dos frutos do acai em trés diferentes estagios de
maturacdo foram avaliadas quanto a composicdo centesimal e parametros

fisico-quimicos, e os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Composicao centesimal e parametros fisico-quimicos da polpa

do acai em trés estagios de maturacéao.

Amostras
Parametros
Verde Parol (De vez) Maduro
Cinzas (g/100g) 0,2 +0,0° 0,3+0,0° 0,4 + 0,0
Lipideos (g/100g) 0,1 +0,0° 1,2 +0,0° 4,8 + 0,42
Proteina total (g/100) 0,3 +0,0° 0,5+0,0° 1,2 +0,0?
Carboidratos (g/100g)* 0,8+0,2° 1,9 +0,1° 3,5+0,4°
Sélidos totais (g/100g) 1,8 +0,1° 5,3+0,0° 10,7 + 0,42
Teor de polpa (g/100g) 6,4 +0,1° 20,9 +0,8° 38,8+1,1%
pH 5,2 + 0,02 5,1 + 0,0% 5,1 +0,0°
Sélidos soluveis ( °Brix) 1,0+ 0,0° 1,4 +0,2° 3,0 +0,0%
Acidez total titulavel 2 0,04 +0,0° 0,06 + 0,0 0,12 + 0,0?

1 Valores calculados pela diferenga, de acordo com a norma AOAC, 2 expresso em g de &cido malico/100g. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa com 95% de significancia.

As variagcfes nos resultados dos estagios de maturacdo eram esperadas,
uma vez que a maturacdo pode ser definida como uma seqiéncia de

mudangas na cor, sabor e textura dos frutos, que os tornam aptos ao consumo
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ou industrializacdo. As principais mudancas ocorridas durante a maturagéo
incluem o desenvolvimento das sementes, mudanca da cor, variacées na taxa
respiratoria e na producado de etileno, mudanca na permeabilidade dos tecidos
e na textura, alteracdes quimicas nos carboidratos, acidos orgéanicos, pectinas,
pigmentos, compostos fendlicos, etc., além da producdo de substancias
volateis e formacao de ceras nas cascas (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

Os teores de solidos soluveis, acidez, carboidratos, proteinas e lipideos
totais aumentaram com a maturacdo, gerando as alteracbes no sabor e na
textura. Os sdlidos totais também apresentaram um aumento com a maturacao,
0 que pode ser atribuido, em parte, a dificuldade de extracdo da polpa, pois
apesar de ter sido adicionada a mesma proporcdo de agua para a extracao, os
frutos parol e verde apresentavam a por¢do comestivel do acai (cerca de 15%
do peso do fruto) muito aderida & semente, dificultando sua extracdo mecanica,
mesmo apoés a etapa de maceracao.

A polpa de acai obtida com o fruto maduro apresentou um teor médio de
lipideos totais de 4,89/100g de polpa, o que equivale a 45,29/100g em base
seca, valor muito préximo aqueles encontrados por Sanabria & Sangronis
(2007) e por Menezes (2005), entre 42,0 e 49,49/100g (base seca). Estes
valores atendem a legislacdo vigente (BRASIL, 2000), que estabelece uma
faixa de 20 a 60g/100g de lipideos totais dependendo do tipo de acai (fino,
médio ou grosso).

Em termos de carboidratos totais, a polpa do acai maduro apresentou uma
meédia de 3,5 g/100g equivalendo a 33,0 g/100g em base seca, na mesma faixa
(31,6 g/100g) que o determinado por Sanabria & Sangronis (2007) na polpa
com frutos colhidos também no més de fevereiro, sendo ambos os valores
inferiores aos da polpa obtida com os frutos colhidos pelos referidos autores no
més de julho (48g/100g) e ao determinado por Menezes (2005) em polpa
congelada comercial (41,2g/100g).

A sazonalidade € uma grande fonte de variacdo na composicado centesimal
do acai, comprovada por Sanabria & Sangronis (2007), que encontraram
variacfes significativas em lipideos, carboidratos, fibras totais e cinzas nas
amostras obtidas com frutos colhidos nos meses de fevereiro e de julho.

Os teores de fendlicos totais, antocianinas e a atividade antioxidante das
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polpas de acai nos trés estagios de maturacdo, verde, de vez e maduro sédo

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro da polpa

do acai em trés estagios de maturagéo.

Amostras
Parametros
Verde De vez Maduro
Antocianinas totais2 2,5+0,2° 9,5+0,4° 80,4+ 1,6
Antocianinas monomeéricas? 0,0° 31+04> 52,7+1,22

Atividade antioxidante 3(ABTS) 23,8+1,0° 158+0,2° 27,8+1,0?

1 expresso em mg equivalente de 4cido gélico/100g; 2 expresso em mg equivalente de cianidina-3-glucosideo/100g;
sexpresso em pmol Trolox equivalente/g; letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa com 95% de

significancia.

As antocianinas no acai apresentaram um perfl de aumento da
concentragdo com a maturagcdo, em concordancia com os estudos realizados
por Castrejon et al. (2008) com quatro cultivares de mirtilo e por Cheng & Breen
(1991) em morangos durante o periodo ap0s a antitese e amadurecimento. Os
autores verificaram que apesar de os flavondides terem sido sintetizados ao
longo do desenvolvimento do fruto, o acumulo do teor de antocianinas somente
ocorreu durante a maturagcao e segundo Cheng & Breen (1991), em morangos,
este fendbmeno acontece concomitantemente ao declinio do teor de taninos e
ao segundo pico de atividade da enzima fenilalanina amodnia liase (PAL), a
enzima chave envolvida na biossintese de fenilpropandides.

O teor de antocianinas totais da polpa de acai maduro, ainda que do tipo
fino, foi de 80,4 mg cianidina 3-glucosideo/100g, sendo este teor proximo ao
obtido por Menezes (2005) de 78,8 mg/100g em acai grosso, e ainda mais
que o dobro do teor encontrado por Kuskosky et al. (2007) para a polpa de uva
(30,9 mg/100g) e quase o dobro para polpa de amora (41,8 mg/100g9),
indicando o acai como uma boa fonte destes pigmentos. Por outro lado,
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Kuskosky et al. (2007), ao avaliarem uma polpa comercial congelada de acai,
encontraram 22,8 mg de cianidina-3-glucosideo/100g, um valor bem abaixo do
encontrado na polpa obtida com frutos maduros. O baixo teor de antocianinas
pode ser atribuido aos processos industriais utilizados na conservacdo da
polpa, uma vez que Klopotek, Otto & Bohm (2005) encontraram uma perda de
27% nas antocianinas de suco de morango como conseqiéncia da
pasteurizacao.

As antocianinas cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glucosideo foram
identificadas na polpa obtida com frutos maduros de acai (Figura 4.1),
resultado semelhante ao encontrado por Galori et al. (2004), Brito et al. (2007)
e Pacheco-palencia, Hawken & Talcott (2007). No entanto, Pozo-Insfran,
Brenes & Talcott (2004) identificaram a perlagonidina-3-glucosideo em polpa de
acai e ndo identificaram a cianidina-3-rutinosidica. Existem divergéncias com
relacdo as antocianinas especificas presentes no acai, uma vez que também ja
foram identificadas cianidina-3-sambiosideo, peonidina-3-glucosideo e
peonidina-3-rutinosideo (LICHTENHALER et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006;
DE ROSSO et al., 2005). Apenas a cianidina-3-glucosideo foi identificada em
todas as polpas oriundas de distintas regides, confirmando a prevaléncia das
cianidinas entre as antocianinas, tal como observado por GALVANO et al
(2004).

Minutes

Figura 4.1 — Exemplo de um cromatograma obtido com a polpa de acai

(1: cianidina-3-glucosideo; 2: cianidina-3-rutinosideo).



Das antocianinas identificadas na polpa obtida com frutos maduros
cultivados em Castanhal, PA, Brasil, a cianidina-3-rutinosideo foi predominante,
com 67% do total seguida da cianidina-3-glucosideo com 26%, sendo este
perfil similar ao encontrado por Schauss et al. (2006), com aproximadamente
60% de cianidina-3-rutinosideo e 30% de cianidina-3-glucosideo, e por
Pacheco-palencia, Hawken & Talcott (2007), que encontraram 202,3 mg/L de
cianidina-3-rutinosideo e 75,1 mg/L de cianidina-3-glucosideo em polpa
comercial pasteurizada e congelada obtida no mercado de Los Angeles,
Califérnia. Entretanto, este perfil € bastante diferente do encontrado por Pozo-
Insfran, Brenes & Talcott. (2004) em polpa de acai pasteurizada e congelada
originaria da Colémbia, com predominancia da cianidina-3-glucosideo (1040
mg/L) seguida da perlagonidina-3-glucosideo (74,4 mg/L) e n&o identificando a
cianidina-3-rutinosideo.

Os fendlicos totais no acai em diversos estagios de maturacao (Tabela 4.2)
apresentaram um perfil diferente do esperado, com menor concentracdo na
polpa dos frutos de vez (parol) quando comparado com a polpa dos frutos
verdes. Tal fato pode ser decorrente da existéncia de diversas classes de
feondlicos com biossintese diferenciada quanto ao estagio de desenvolvimento
e maturacdo dos frutos. Estas classes de compostos fendlicos por sua vez
apresentam poder redutor também diferenciado, o que poderia influenciar na
analise. Outro fato que deve ser considerado é o fato de se ter obtido apenas
um lote de polpa a partir de 9kg de frutos em cada estagio de maturacéo e
estes provenientes de um unico local de coleta. Entretanto,comportamento
semelhante foi observado em quatro cultivares de mirtilo por Castrejon et al.
(2008). O aumento nos compostos fendlicos quando os frutos apresentaram-se
maduros foi observado em trés dos quatro cultivares avaliados e este aumento
nao foi suficiente para atingir o valor inicial, sendo deste modo inferior ao do
fruto verde.

O comportamento da atividade antioxidante com a maturacéo (Figura 4.2) foi

similar ao perfil verificado para os compostos fendlicos totais (Tabela 4.2).
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Figura 4.2 - Relagao entre a atividade antioxidante e o teor de compostos

fendlicos totais do acai em trés estagios de maturacgéo.

Apesar de a polpa verde apresentar cerca de 50% do total de fendlicos
presentes na polpa madura, sua atividade antioxidante representou 85% da
atividade antioxidante da polpa madura. A polpa de vez apresentou 34,5% do
teor de fendlicos totais e uma atividade antioxidante de 56% da polpa madura.
A razéo atividade antioxidante:fendlicos totais foi similar nas polpas verde e de
vez, com uma contribuicdo de aproximadamente 13 pmol de Trolox equivalente
por mg de fendlico, enquanto que houve uma contribuicdo de 8 pmol de Trolox
equivalente por mg de fendlico na polpa madura, sugerindo uma composi¢cao
de fendlicos distinta e com maior poder redutor nas polpas verde e de vez. A
atividade antioxidante da polpa verde é, possivelmente, oriunda apenas de
compostos fendlicos ndo antocianicos.

Kuskosky et al. (2005) avaliaram onze polpas comerciais congeladas de
frutas quanto aos teores de fendlicos totais, antocianinas totais e atividade
antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e DMPD, obtendo resultados
similares entre as polpas de uva e acai quanto a estes compostos bioativos e
atividade antioxidante. Entretanto, os valores encontrados destes compostos
bioativos e atividade antioxidante na polpa obtida com frutos maduros do
presente trabalho foram quase o triplo do obtido por Kuskosky et al. (2005)

para a polpa comercial de acai.
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4.2. Extracdo da polpa de acai em diferentes
condicdes de maceracéo

O rendimento em polpa resultante das diferentes condicdes de maceracéo
do acai esta apresentado na Tabela 4.3. Em funcdo de ter sido conduzido
apenas um experimento em cada condicdo, ndo foi possivel avaliar
estatisticamente a variacdo de rendimento. Houve pouca variacdo e os maiores

rendimentos foram obtidos com a adi¢cdo da preparacao enzimatica.

Tabela 4.3 - Rendimento em polpa de acai em diferentes condi¢cdes de

maceracéao do fruto

Condi¢des da Maceragao Rendimento em polpa (%)
© 30C 30,8
£
o 35C 354
L
£
o) 40C 31,5
o
© 30C 28,8
£
& 35T 29,8
L
S
o 40C 30,8
n

Apesar da pequena variacdo no rendimento em polpa, foram obtidos dois
tipos de produtos de acordo com a classificacdo do MAPA (Brasil, 2000), o acai
médio e o fino, em funcéo do teor de solidos totais. O acai médio (teor de
sélidos totais superior a 11%) foi obtido somente nos processos onde a
maceracao foi realizada com enzima a 40°C, e sem enzima a 30°C (Tabela
4.4).

As polpas obtidas foram avaliadas quanto a composi¢cdo centesimal e os
resultados em polpa fresca estdo apresentados na Tabela 4.4. As polpas
obtidas sem adicdo de enzima néo variaram quanto ao teor de sélidos soluveis,
porém o valor encontrado (cerca de 2,0° Brix) foi 50% mais baixo que o da
polpa madura obtida para a avaliacdo dos estagios de maturacdo, que foi de

3,0° Brix, evidenciando a variabilidade em funcdo da procedéncia, condicdes
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de obtencdo e armazenamento dos frutos, bem como o tempo decorrido da

colheita até o processamento.

Tabela 4.4 - Parametros fisico-quimicos das polpas de acai obtidas em
diferentes condi¢gbes de maceracéo do fruto.

Parametros
Condic6es  teorde  Solidos  Sélidos | Acidez  Lipideos
polpat totaist  sollveis? P total® totais®
g 30T 323+16° 99+02° 19+ 0,0° 49+0,0° 0,1+0,0° 3,8+0,4™
N
[
W 35C 375+1,6° 10,2+0,3" 2,0+0,0° 48+0,1° 0,1 +0,0° 3,3+0,5°
5
O

40C 41,1+1,0%12,00+0,3% 2,9+0,0* 49+0,0° 0,2+0,0° 5,2+0,6
30C 39,5+1,2% 11,7+0,1* 2,0+0,0° 5,1+0,0° 0,1 +0,0° 4,6+0,1*

35¢C 37,9+06" 10,8+0,2° 2,0+0,0° 5,1+0,0° 0,1+0,0° 4,6+0,0®

Sem Enzima

40C 37,7+0,7° 10,4+0,2" 2,0+0,0° 52+0,1* 0,1+ 0,0 5,2 +0,3

1 expresso em g/100g; 2 expresso em Brix; 3 expres so em g de acido malico/100g; letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenca significativa entre as amostras com 95% de significancia.

A polpa obtida com a adicdo de enzima a 40°C apresentou um aumento de
45% nos solidos soluveis, que pode ser decorréncia ndo s6 da atividade de
hemicelulase sobre polissacarideos, mas também de atividades residuais de
amilase e B-glucosidase, comumente presentes nas preparacfes enzimaticas,
que poderiam hidrolisar ligagcbes B 1-4 presentes em diversos compostos como
as proéprias antocianinas, liberando estes sacarideos.

Todas as polpas obtidas apresentaram pH e acidez titulavel total dentro dos
limites estabelecidos na legislacédo brasileira. As polpas sem adicdo de enzima
apresentaram-se muito similares a polpa obtida com frutos maduros para a
avaliagdo dos estagios de maturacao.

Todas as polpas apresentaram um teor de lipideos totais, em base seca, de
acordo com a legislacdo, com valores variando de 32,7 a 50,4 g/100g. As
polpas obtidas a 40°C n&o apresentaram diferenca significativa quanto ao teor

de lipideos, porém foram diferentes quanto a acidez, o que pode ser decorrente
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de atividade residual de esterase presente em pectinase industrial de
Aspergillus niger (BARBE & DUBORDIEU, 1998).

Os compostos fenolicos bem como a atividade antioxidante das polpas de
acai obtidas nas diferentes condicdbes de maceracdo do fruto estdo

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro das polpas

de acai obtidas em diferentes condicfes de maceracgéo do fruto.

Parametros
Condicdes  Fenglicos Antocianinas  Antociani nas Atividade
totais? totais? monoméricasz  2nuoxidante
(ABTS)3
@ 30C 229,1+7,8° 296+30° 136+21° 18,2+ 0,6 "
UEJ 35C 2386+17,2° 350+0,9° 178+1,0° 19,5+0,5°
5 40C 346,2+84?% 583+46% 343+6,3° 255+1,02
o ) — ) ) — ) ) — ) ) — )
@ 30C 240,0+17,0° 32,8+0,4° 145+05°" 19,9 +1,4°
UEJ 35C 2134+94° 309+23° 131+20° 18,4 +0,5°
£
g 40C 2286+17° 360+02° 183+05° 19,9+1,1°

1 expresso em mg equivalente de acido galico/100g; 2 expresso em mg equivalente de cianidina-3-glucosideo/100g; 3
expresso em pmol Trolox equivalente/g.; letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa entre as

amostras com 95% de significancia.

A temperatura de maceracdo nao teve efeito sobre a extracdo dos
compostos fendlicos nos experimentos sem adicdo de enzima, como pode ser
observado na Figura 4.3. Porém, a adicdo da preparagdo enzimatica
apresentou sinergismo com a temperatura, promovendo um aumento de 50%

na extracao dos fendlicos.
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Figura 4.3 - Influéncia da temperatura e do tratamento enzimatico durante a

maceracao do fruto sobre os compostos fendlicos da polpa de acai.

Alguns compostos fenolicos como &cidos ferulico e p-cumarico podem
esterificar pectinas e arabinoxilanas ou ainda se ligar a polissacarideos da
parede celular. As ligninas e acidos hidréxicindmicos podem também se ligar a
componentes da parede celular (NAZCK & SHAHIDI, 2004). A maior extracédo
de compostos fendlicos na condicdo com enzima a 40°C pode ser decorrente
tanto da hidrolise de compostos da parede celular com liberacdo de fendlicos,
quanto também em funcdo do extravasamento para 0 meio extracelular de
outros compostos fendlicos como as antocianinas.

Os frutos globulosos do acai possuem polpa clara recoberta por uma fina
casca escura, o que explica a presenca de pigmentos antocianicos (entre 30 e
60 mg/100g) em teores menores que o0 encontrado por Bobbio et al. (2000) na
casca de acai, de 263mg/100g. Como pode ser verificado na Tabela 4.5, o
aumento da temperatura ndo foi suficiente para aumentar a extracdo das
antocianinas. Somente a acdo conjunta da preparacdo enzimatica com a
temperatura ,ais elevada (40°C) foi capaz de incrementar em mais de 60% a
extracdo deste flavondide, apresentando o mesmo comportamento que 0S

fendlicos totais (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Influéncia da temperatura e do tratamento enzimatico durante a

maceracao do fruto sobre as antocianinas da polpa de acai.

A adicdo da preparacdo enzimatica influenciou na qualidade das
antocianinas das polpas, aumentando a proporcdo de antocianinas
monoméricas (Tabela 4.6). A 35°C, sem adi¢cdo de enzima, esta proporcao foi
de 42% enquanto que com o0 uso da enzima foi de 51%. A 40°C, sem enzima,
foi de 51% aumentando para 59% com o tratamento enzimatico. Os pigmentos
oligomeéricos e poliméricos formados a partir das antocianinas monomericas
sdo mais estaveis, contudo, alteram a coloracdo do sistema ou produto para
marrom avermelhado, diretamente através dos compostos formados, e
indiretamente por contribuirem para as reacfdes de escurecimento (PACHECO-
PALENCIA, HAWKEN & TALCOTT, 2007).

No presente trabalho, foram identificadas apenas duas antocianinas nas
polpas de acai em todos os tratamentos, a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-
3-rutinosideo, esta com maior area cromatografica. O perfil foi semelhante ao
observado para a polpa de frutos maduros. O tratamento enzimatico aumentou
a extragcdo de ambas as antocianinas, sem promover alteracdo no perfil, ou
seja, a enzima utilizada néo indicou ter afinidade distinta entre as antocianinas.

As polpas obtidas nos experimentos de extracdo apresentaram-se muito
mais baixas em atividade antioxidante (Tabela 4.5) do que a polpa obtida com
frutos maduros no experimento anterior (27,8 + 1,0 uM Trolox equivalente/q),
com excegao da condigdo de tratamento com enzima a 40°C, confirmando a

influéncia dos cuidados durante o cultivo, colheita e pdés-colheita sobre os
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compostos fendlicos do agai. Os frutos utilizados nos experimentos de extragdo
foram adquiridos no comércio local, sendo colhidos no dia anterior e
transportados em canoas durante a noite, impactando na qualidade dos
mesmos, pois estes compostos bioativos se perdem facilmente no transporte e
processamento, se ndo forem tomadas as medidas adequadas de Boas
Praticas em todas as etapas.

A preparacdo enzimatica utilizada agiu conjuntamente com a temperatura
aumentando a extracdo das antocianinas quando foi utilizada a temperatura de
40°C, como pode ser verificado na Tabela 4.5. Dados obtidos por Versari et al.
(1997) apontam a manutencdo do pigmento por algumas preparacdes
enzimaticas, no inicio do processo (duas horas). No entanto, a tendéncia de
degradacdo destes compostos foi observada em todas as condigbes apds 6
horas de processo, variando a intensidade em funcdo da preparacao
enzimatica utilizada. Sugerindo, deste modo, um efeito protetor ou incremento
na extracdo destes compostos por algumas preparacdes que durante pouco
tempo s&o capazes de neutralizar o efeito destrutivo da atividade residual de (3-
glicosidase destas preparacdes sobre as antocianinas, formando as agliconas
gue sdo mais instaveis. Porém, neste mesmo trabalho, os autores observaram
perdas significativas maiores para o suco de framboesa (19 a 21%) do que
para o suco de morango (10%). Outro fato elucidado foi o carater hidrofilico da
aglicona aumentando a afinidade substrato-enzima que explicaria a menor
afinidade pelas antocianinas do morango, perlagonidinas e cianidina.

A influéncia da temperatura e tratamento enzimatico sobre os compostos
bioativos assim como sobre o teor de polpa e de sélidos totais foi avaliada
estatisticamente por andlise de variancia de dois fatores seguido do teste de
Bonferroni, com um intervalo de confianca de 95% (Tabela 4.6).

Os resultados obtidos com o teste estatistico indicaram que existe influéncia
dos fatores temperatura e tratamento enzimatico para todos os parametros
avaliados e a interacao entre eles parece ter um efeito ainda maior. Para o teor
de polpa e de solidos totais, a temperatura influenciou de forma mais
significativa que o uso de enzimas, enquanto que para oS compostos bioativos
e a atividade antioxidante ambos fatores parecem influenciar com a mesma

significancia.
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Tabela 4.6 — Analise de variancia de dois fatores dos parametros das polpas
de acai obtidas em diferentes condicdes de maceracéo do fruto.

Respostas
Fontes de

Variagio Teorde Solidos Fendlicos Antocianinas

Atividade
polpa totais

Antocianinas  antioxidante
totais totais monoméricas
(ABTS)
3
L _g 24,875 13,28 36,10 51,49 50,98 46,45
g
= n 13,62 15,52 49,35 76,00 32,77 32,98
a 0,0008 0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
3
L _g 6,05 2,71 23,67 15,08 18,54 10,35
g
E n 8,926 6,331 64,72 44 51 23,83 14,69
a 0,0241 0,0271 <0,0001 <0,0001 0,0004 0,0024
3
N _g 58,29 78,87 35,84 29,37 21,15 34,75
S
- w 32,07 92,18 49,00 43,35 13,59 24,67
o <0,0001<0,0001<0,0001 <0,0001 0,0008

<0,0001

T — temperatura; PT — pré-tratamento e | — interagdo. Os valores de P <0,05, em negrito, indicam significancia para uma avaliagdo com 95% de
significancia.

A etapa de maceracdo conduzida por 15 minutos a 40°C com adicdo da
Rapidase TF mostrou ser a melhor condicdo para a obtencdo de uma polpa

mais rica em compostos fendlicos, apesar de ter influenciado pouco no
rendimento em polpa.
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4.3. Pré-tratamentos

O refino da polpa de acai grosso apresentou um rendimento de 84%, sendo
este muito maior que o obtido com a centrifugacao, 68%. No entanto, o material
retido na centrifugacdo, denominado neste trabalho de torta, é facilmente
removido e pode ser utilizado para diversas finalidades enquanto que no refino
o material fica muito aderido ao equipamento.

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os resultados obtidos com o0s pré-
tratamentos e pode-se verificar que enquanto o refino reduziu em pouco mais
de 8% os teores de polpa e de solidos totais, a centrifugacdo removeu quase
90% dos solidos em suspensdo e 68% dos solidos totais, sendo a
centrifugacéo o pré-tratamento mais eficiente na remocéo dos sélidos da polpa

de acai.

Tabela 4.7- Parametros fisico-quimicos da polpa do acai antes e ap0s 0s

pré-tratamentos, refino e centrifugacgéo.

Parametros Acai integral Acai refinado  Acai centrifugado
Teor de polpa (g/100g) 52,3+ 1,0% 48,0 +0,7° 5,3 +1,0°
Sélidos totais (g/100g) 14,6 +05*  13,4+0,4° 9,9+0,1°
pH 4,2 +0,0° 4,2 +0,0% 4,2 +0,0°
Solidos soltveis ( °Brix) 3,0+0,0% 2,9+0,0° 2,5+0,1°
Acidez (g/100g) 2 0,3 +0,0% 0,3 + 0,0 0,2 +0,0°

1 Valores calculados pela diferenga, de acordo com a norma AOAC, 2 valores expressos em acido malico
equivalente/100g, letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as amostras com 95% de

significancia.

A acidez e o pH permaneceram inalterados com o refino e pouco se
alteraram com a centrifugacdo. Porém, ambos permaneceram dentro dos
parametros estabelecidos pela legislacdo. Quanto ao teor de sélidos soluveis,
ambos pré-tratamentos praticamente néo influenciaram no mesmo, reduzindo

aproximadamente 8% na centrifugacdo e menos de 5% no refino.



O efeito dos pré-tratamentos sobre o teor de fendlicos totais, antocianinas
totais e atividade antioxidante do acai estdo mostrados na Tabela 4.8. Os
compostos fendlicos totais quantificados ndo apresentaram diferenca
significativa entre as polpas integral e refinada, ndo ocorrendo 0 mesmo com a

centrifugagéo.

Tabela 4.8 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro da polpa

do acai antes e ap0s os pré-tratamentos, refino e centrifugacéo.

Parametros Acai Integral Acai Refinado Acai Centrifugado
Fendlicos Totais? 523,8+9,5%  488,2 + 23,9° 347,6 + 11,9°
Antocianinas Totais? 96,2 + 1,52 82,4 +2,9° 45,7 +0,8°
Atividade b b
o 36,6 +2,8% 33,5+3,1° 22,1+27
Antioxidante3(ABTS)

1 expresso em mg equivalente de &cido galico/100g; 2 expresso em mg equivalente de cianidina-3-glucosideo/100g; 3
expresso em pmol Trolox equivalente/g, letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as

amostras com 95% de significancia.

Apesar de a centrifugacdo reduzir em 34% os compostos fendlicos, a polpa
centrifugada apresentou-se muito similar as polpas obtidas com frutos maduros
(Tabela 4.2) e com a melhor condicdo da etapa de maceracéo (Tabela 4.5). O
teor de compostos fenolicos apds a centrifugacao €, ainda, superior ao teor de
136,8 mg/100g encontrado por Kuskosky et al. (2006) para uma polpa de acai
congelada comercial.

Ambos os processos de pré-tratamento testados promoveram perdas de
pigmentos antocianicos, sendo, como esperado, mais acentuadas pela
centrifugacéo, pela maior remocéo de sdélidos. Mesmo contendo apenas 48%
das antocianinas presentes na polpa integral a polpa centrifugada apresentou
teor destes pigmentos semelhante ao encontrado por Rogez (2000), em acai
médio (44 mg/100g) e por Kuskosky et al. (2006) em polpa comercial de amora
(41,8 mg/100g). Esse teor é elevado quando comparado ao de outras polpas
comerciais avaliadas por Kuskosky et al. (2006), como uva (30,9 mg/100g);

morango (23,7 mg/100g) e ao proprio acai (22,8 mg/100g). Estes dados
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evidenciam a grande variabilidade destes compostos no acai e a influéncia de
diversos fatores durante os processos de obtencédo da polpa sobre os mesmos.

Tanto o refino quanto a centrifugacdo promoveram perdas mais acentuadas
no teor de antocianinas do que no de fendlicos totais, possivelmente pelas
antocianinas estarem concentradas na casca, como verificado por Bobbio et al.
(2000), ou seja, na fracdo insoluvel, enquanto que os fendlicos totais, que
incluem outros compostos além das antocianinas, se encontram mais
uniformemente distribuidos no fruto.

A centrifugacdo reduziu em quase 40% a atividade antioxidante, como
consequUéncia da reducéo tanto de antocianinas como dos demais fendlicos.

A clarificacdo da polpa de acai por terra diatomacea realizada por Pacheco-
palencia, Hawken & Talcott (2007) promoveu perdas de 27,1% nos fendlicos,
20,4% nas antocianinas e 18,0% sobre a atividade antioxidante, sendo estas
perdas bem menores que as obtidas com a centrifugacédo no presente estudo.
No entanto, o subproduto da centrifugacdo pode ser aproveitado com
diferentes finalidades, enquanto que o material retido na clarificagdo com terra
diatomacea € um residuo propriamente dito e ndo pode ser aproveitado.

Apesar das pequenas perdas do refino sobre os compostos bioativos,
observou-se uma intensa diminuicdo no fluxo de permeado logo no inicio do
processo, seguido do aumento da pressdo do sistema, inviabilizando a
microfiltracdo do acai até o fator volumétrico previsto para essa etapa.
Portanto, a centrifugacao foi o pré-tratamento escolhido para a conducdo dos

experimentos de microfiltracéo.

4.4. Microfiltracao

4.4.1. Desempenho do processo

Os experimentos de microfiltracdo foram conduzidos utilizando a polpa
centrifugada, nos sistemas ceramico e polimérico, a duas temperaturas, 25 e
35°C, e o fluxo de permeado foi acompanhado ao longo do processo. Como
pode ser observado na Figura 4.5, o tipo de membrana teve grande influéncia
sobre o rendimento dos processos a 25°C. O fluxo de permeado médio ao
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longo do processo no sistema ceramico foi de 81,6 L/hm?, quatro vezes o
obtido no sistema polimérico 18,1 L/hm?2, podendo o tempo de processo
influenciar negativamente sobre os compostos bioativos da polpa, uma vez que
0s expde por mais tempo ao oxigénio, temperatura e ao contato com as
enzimas endogenas, polifenoloxidase e peroxidase.

Como esperado, o fluxo de permeado decaiu com o tempo de processo, em
decorréncia do entupimento, polarizacdo de concentracdo e possivel formacéo
de uma camada gel. No sistema cerémico a 25°C, o fluxo de permeado no final
do processo atingiu 77% do fluxo médio enquanto que para 0 sistema

polimérico, este valor foi de 66%.
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Figura 4.5 - Influéncia do tipo de membrana sobre o fluxo de permeado nos

processos a 25°C.

Para os processos conduzidos a 35°C, o fluxo de permeado tambéem
apresentou 0 mesmo comportamento, em que 0 sistema ceramico apresentou
um fluxo médio de permeado de 117,4 L/hm2 superior em mais de quatro vezes
o valor de 25,3 L/hmz, verificado no sistema polimérico (Figura 4.6). No entanto,
o efeito da temperatura sobre o fluxo de permeado foi de menor intensidade
que o efeito do tipo de membrana. Foi observado um aumento de 40% no fluxo
de permeado no sistema polimérico quando a temperatura de processamento
passou de 25 para 35°C.
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Figura 4.6 - Influéncia do tipo de membrana sobre o fluxo de permeado nos

processos a 35°C.

Em funcdo dos poros da membrana polimérica serem maiores que os da
ceramica e a microfiltracdo ser um processo de separacao cuja seletividade se
da pela diferenca entre o tamanho das particulas e os poros do meio
permeante, era esperado um maior fluxo no sistema polimérico. No entanto, foi
observado o inverso, os maiores fluxos foram atingidos no sistema ceramico,
com 0s menores poros. Fontes & Caminoto (2007) utilizaram apenas
membranas de a-alumina e também obtiveram os maiores fluxos de permeado
com as membranas com poros 0,2 ym e ndo com as de 0,6 uym. O mais
provavel é que a polpa centrifugada tenha particulas com tamanhos superiores
a 0,1 ym e inferiores a 0,3 ym, promovendo um entupimento mais acentuado
no sistema polimérico.

Fontes & Caminoto (2007) trabalharam com a polpa de acai refinada e
diluida em torno de 17 vezes. No entanto, os maiores fluxos de permeado
conseguidos com a polpa de acai diluida ainda foram inferiores ao menor fluxo
obtido neste trabalho, na membrana polimérica a 25°C (18,1 L/hm?), o que
evidencia que a centrifugacdo utilizada como pré-tratamento é mais eficiente

que a reducdo na concentracdo de solidos pela diluig&o.
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4.4.2. Avaliacao das fracGes obtidas

Os parametros fisico-quimicos das fracbes de acai alimentado ao sistema,
permeado (suco clarificado) e retido estdo apresentados nas Tabelas 4.9 e 4.10

Mesmo sendo utilizada uma Unica polpa centrifugada e homogeneizada, as
caracteristicas da alimentacdo variaram, em funcdo nédo s6 do tempo de
congelamento a que foi submetida a polpa, mas também em decorréncia da
estabilizagdo do sistema antes da retirada da amostra. Com o intuito de
minimizar estas interferéncias, a fracdo alimentagdo foi normalizada e as
demais foram recalculadas a partir da porcentagem inicial de cada parametro.

Os parametros fisico-quimicos dos sucos clarificados obtidos (Tabela 4.9)
nao variaram significativamente com os fatores avaliados, temperatura e tipo
de membrana.

Considerando-se o suco clarificado, a microfiltracdo reduziu os sélidos totais
da polpa de acai em 76% e os solidos soluveis em 32%. Apesar de a acidez ter

sido reduzida em 30%, o pH n&o se alterou com a microfiltragéo.

Tabela 4.9 - Parametros fisico-quimicos do suco de acai clarificado por

microfiltracao.

Suco clarificado
Parametros Polpade Membrana ceramica Membrana polimérica

acai 250C 35°C 250C 35°C

Solidos totais

85+05 21+0,1* 2,1+0,0® 2,1+0,1* 2,0+0,1°
(9/1009)

pH 45+0,0 4,6+01% 43+00* 44+0,3 4,6+0,3
Solidos
o . 36+02 25+02° 25+0,0* 24+04* 25+0,1°
soltveis ( °Brix)
0,19 +

Acidez (g/100g) © 0,2+ 001 0,2+0,0° 0,2+0,0° 0,2 +0,0° oo

1 valores expressos em acido malico equivalente/100g; letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa

entre as amostras com 95% de significancia.
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O teor de solidos totais da fragdo retida também né&o diferiu
significativamente nem em funcao da temperatura nem do tipo de membrana.

Foram observadas diferencas significativas quanto ao teor de polpa, porém
sem uma correlagdo com os fatores avaliados, o que poderia ser atribuido ao
elevado teor de lipideos presente nestas fragdes os quais formam uma camada
na superficie do tubo, muitas vezes ndo removida por completo, podendo ter

influenciado nos resultados.

Tabela 4.10 - Parametros fisico-quimicos da fragdo retida do acai durante a

sua microfiltracao.

Fracéao retida

Parametros . o
Polpade Membrana ceramica Membrana polimérica

acai 25°C 35°C 25°C 35°C

Teor de Polpa b g
17,2+2,2 354+1,8 40,7+1,9° 458+2,3% 31,1+0,7

(9/1009)
Soélidos Totais
85+05 151+0,8 14,3+0,8® 151+1,0° 14,4+0,1%
(9/1009)
pH 42+00 46+0,1* 43+00* 44+03* 46+0,3°
Solidos

o . 36+02 44+02° 48+02° 47+03* 47+02®
soltveis ( °Brix)

Acidez (g/100g) * 0,3+0,0 0,3+0,0®° 0,3+0,0* 0,3+00* 0,3+0,0°

1 valores expressos em &cido malico equivalente/100g letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa

entre as amostras com 95% de significancia.

A fracdo retida apresentou um aumento de 70% no teor de solidos totais,
nao sendo verificado o0 mesmo incremento para os sélidos sollveis, 0s quais
aumentaram aproximadamente 28%. No entanto, a fracdo retida atende a
legislacdo brasileira quanto ao pH, acidez e teor de solidos totais que a
classifica como agai grosso, podendo ser introduzida para a obtengcdo de
outros produtos alimenticios derivados de agai (BRASIL, 2000).

O tipo de membrana teve influéncia sobre as antocianinas totais e avaliagéo

estatistica indicou uma tendéncia da interacdo com a temperatura (P=0,0741).
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(Tabela 4.11). Os processos conduzidos no sistema ceramico promoveram uma
retencdo meédia de 32% das antocianinas totais enquanto que no polimérico a

retencao foi de 24%.

Tabela 4.11 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro do suco

de acai clarificado por microfiltracéo.

Suco clarificado

Parametros  pgjpa de ~ Membrana ceramica Membrana polimérica

acai 250C 350C 250C 350C

Fendlicos 331,3 +

_ 141,5 + 10,3% 146,1 + 1,9% 129,4 + 15,4% 137,0 +9,1*
Totais? 19,5

Antocianinas b b

. 58,0+3,2 189+19* 17,6+05* 140+0,3 145+1,2
Totais?

Antocianinas b b
- 332+3,3 12,4+1,6% 11,2+02* 8,0+0,3 8,7+0,6

Monomericas?

Atividade
Antioxidante 23,7+25 99+0,8 97+0,8® 95+0,6® 84+0,9°

(ABTS)?

1 expresso em mg equivalente de &cido galico/100g; 2 expresso em mg equivalente de cianidina-3-glucosideo/100g; 3
expresso em pmol Trolox equivalente/g; letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as

amostras com 95% de significancia.

Apesar de as antocianinas monoméricas serem mais sensiveis a
degradacdo, por nao estarem estabilizadas por interacbes com outros
compostos, estas apresentaram um comportamento muito similar ao das totais,
com uma retencdo de quase 36% no sistema ceramico e 25% no polimérico.
Contudo, a avaliagdo estatistica indicou influéncia ndo so6 do tipo de membrana
(P<0,0001), mas também da interacdo com a temperatura (P=0,0126) sobre as
antocianinas monomeéricas.

Como esperado, a atividade antioxidante também sofreu influéncia do tipo
de membrana (P=0,0138) e foi verificada a tendéncia de influéncia da

temperatura (P =0,0530), pois 0s compostos responsaveis por esta capacidade
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sofreram influéncia desses fatores. A média da atividade antioxidante dos
sucos clarificados foi de 9,4 uymol Trolox equivalente/g (6 minutos), valor
superior aos 6,9 umol Trolox equivalente/g (30 minutos) encontrado por
Kuskosky (2006) na polpa congelada de acai, e bem inferior aos 44,5 pmol
Trolox equivalente/mL quantificado no suco clarificado com terra diatomécea,
sugerindo que, além das perdas por processamento observadas por Pacheco-
palencia, Hawken & Talcott (2007), existem diferencas de qualidade nas
proprias polpas integrais ndo processadas.

Os dados apresentados na Tabela 4.11 indicam que a temperatura de 35°C
no processo conduzido no sistema polimérico foi pior para a manutencédo dos
compostos bioativos no suco clarificado, sendo as demais condi¢des similares
entre si.

As fracOes retidas foram avaliadas quanto aos teores dos compostos
bioativos e atividade antioxidante (Tabela 4.12), pois, como ja mencionado, as

mesmas podem ser utilizadas como matéria prima para diferentes produtos.

Tabela 4.12 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro da fracéao

retida do acai durante a sua microfiltracéo.

Fracéao retida
Parametros  pgjpa de Membrana ceramica Membrana polimérica

acai 25°C 3500 25°C 35°C

331,3+ 4258+ 4266+ 4498+ 4285+
19,5 22,52 9,7% 16,8° 19,92

Fendlicos Totais?

Antocianinas b b b

_ 58,0 + 3,2 76,2 + 3,5* 70,3+ 2,0° 80,4 + 10,5* 73,3 + 3,8°
Totais?

Antocianinas b b
. 33,2+3,3 39,7+2,3* 356 +2,0® 428+8,7% 350+2,38

Monomeéricas?

Atividade
Antioxidante 23,7+25 31,2+1,2% 31,3+0,5° 31,3+1,4% 31,2+24%

(ABTS)?

1 expresso em mg equivalente de &cido galico/100g; 2 expresso em mg equivalente de cianidina-3-glucosideo/100g; 3

expresso em pmol Trolox equivalente/g; letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as
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amostras com 95% de significancia.

Assim como observado para os sucos clarificados, os fendlicos totais nao
sofreram influéncia de nenhum dos fatores avaliados, apenas uma tendéncia
(P=0,0908) quanto ao tipo de membrana. O fator de concentracdo dos
fendlicos totais foi de 1,3 abaixo do fator 2 de concentracdo volumétrica.
Mesmo com a injecdo de nitrogénio gasoso para diminuir a oxidacao destes
compostos, foram observadas perdas que podem ser atribuidas as enzimas
enddgenas, polifenoloxidase e peroxidase.

Diferentemente do verificado para o suco clarificado, na fracao retida as
antocianinas totais apresentaram uma retencdo meédia de 32%, no sistema
polimérico, enquanto que para o sistema ceramico a retencdo foi de 26%,
sendo o sistema ceramico a 35°C a pior condicdo para a retencdo das
antocianinas. O fator de concentracéo para as antocianinas foi 0 mesmo obtido
para os fendlicos, aproximadamente 1,3.

A andlise de variancia indicou a influéncia da temperatura sobre a
estabilidade das antocianinas monoméricas, que apresentaram o fator de
concentracdo mais baixo, provavelmente por ser o composto menos estavel e
facilmente degradado por enzimas, temperatura, luz e oxigénio dentre outros.

Apesar de diferengas significativas nos teores de antocianinas totais e
monomeéricas, estas ndo foram suficientes para alterar a capacidade
antioxidante das fracdes retidas, que ndo apresentaram diferenca significativa
entre as diferentes condi¢cdes de processo.

O balanco de massa de cada processo é um dado importante que indica
perdas (Tabela 4.13) e, portanto, pode auxiliar na identificacdo da melhor ou
pior condicdo estudada. A analise de variancia de dois fatores e o teste de
Bonferroni aplicados as perdas de processos dos compostos bioativos
indicaram interag&do entre os fatores e influéncia da temperatura somente para
as antocianinas totais, indicando o processo no sistema polimérico a 35°C o
que provocou a maior perda. Contudo esta perda de antocianinas nao foi
suficiente para afetar a atividade antioxidante.

Uma vez que as fragbes permeada (suco clarificado) e retida podem ser
utilizadas como produtos ou ingredientes, a condi¢éo de processo ideal seria a
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de menor perda dos compostos bioativos aliada & manutencéo destes nas duas

fracOes e ao rendimento do processo, determinado pelo fluxo de permeado.

Tabela 4.13 - Perdas dos compostos fendlicos e atividade antioxidante in

vitro em funcéo dos processos de microfiltracao.

Perdas nos processos

Parametros Membrana ceramica Membrana polimérica

25°C 35°C 25°C 35°C

Fendlicos totais 15% 14% 13% 15%

Antocianinas totais 19% 24% 19% 24%
Antocianinas

. 24% 30% 24% 34%
monoméricas

Atividade antioxidante
14% 14% 14% 16%

(ABTS)

Avaliando-se os resultados para os teores dos compostos bioativos e para a
atividade antioxidante, verifica-se que o processo com a membrana polimérica
a 35°C foi o que mais afetou as caracteristicas das duas fracbes e que nas
demais condi¢des, as perdas foram similares.

Desta forma, a avaliacdo do rendimento do processo foi o parametro
determinante, pelo qual se observou que a melhor condicdo, dentre os fatores

estudados, foi a microfiltracdo do agai em membranas ceramicas a 35°C.

74



5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A polpa do acai verde apresentou teores de compostos fendlicos e atividade
antioxidante superiores aos obtidos na polpa de frutos de vez e inferiores aos

obtidos com os frutos maduros.

As antocianinas do acai somente comecaram a ser produzidas e
armazenadas apos o fruto estar totalmente desenvolvido, entre a metade o e

final da maturacao.

O uso da preparacdo enzimatica RapidaseTF a 40°C, durante a etapa de
maceracao, aumentou a extragdo dos compostos fendlicos analisados, em 50%
para os compostos fendlicos totais e em 60% para a classe das antocianinas,
em relacdo a polpa obtida também a 40C porém sem a adi¢cdo da preparacéo

enzimética.

A centrifugacéo da polpa de acai como etapa de pré-tratamento mostrou-se
eficiente para a conducdo da microfiltracdo, por reduzir em 90% os solidos
totais e em 68% o teor de polpa. Por outro lado, houve reducédo dos fendlicos
totais em 34%, das antocianinas em 53% e da atividade antioxidante em 40%,
0 que, no entanto, ndo comprometeu a qualidade do produto em funcdo dos

teores consideraveis destes compostos no acai centrifugado.

A temperatura de processo e o tipo de membrana utilizada na microfiltracao
da polpa de acai centrifugada né&o influenciaram significativamente nos teores
de compostos fendlicos e na atividade antioxidante das duas fracdes obtidas,
com excecao do processo realizado em membrana polimérica a 35°C. O fluxo
de permeado, por sua vez, foi fortemente afetado pela temperatura e pelo tipo
de membrana utilizada, atingindo o maior valor médio com a membrana

ceramica a 35°C.
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A microfiltracdo mostrou-se eficiente para a clarificacdo da polpa de acai e
ainda permitiu a obtencdo de uma segunda fracéo, a retida. As fracdes obtidas
apresentaram caracteristicas distintas, porém igualmente ricas, tanto em
relacdo a composi¢do das mesmas como em relagdo ao potencial de aplicacédo

industrial.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a potencialidade do
acai em termos de composi¢cdo, bem como a viabilidade técnica da aplicagéo
de novos processos na cadeia de processamento do acai.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se:

« Otimizacdo do tratamento enzimatico durante a etapa de maceracao,
aliando maior rendimento e maior qualidade da polpa, possibilitando a
realizacdo de um estudo de pré-viabilidade econémica da introdugdo deste

tratamento na obtencéo da polpa de acai.

» Aproveitamento da torta obtida na etapa de centrifugacéo da polpa para o
desenvolvimento de novos produtos e como matéria prima para a extracdo de

compostos de interesse.

» Conducéao de processos de microfiltracdo da polpa do acai em sistema de

batelada alimentada e com diferentes fatores de concentragdo volumétrica.

» Avaliacado microbiologica das fragdes obtidas durante a microfiltragéo.

* Uso das duas fracbes obtidas na microfiltracdo do acai, retida e suco
clarificado, no desenvolvimento de novos produtos. O suco clarificado poderia
ser utilizado como base para geléias finas, repositores de sais, refrigerantes e a
fracdo retida, em produtos tais como néctares prontos para 0 consumo,

iogurtes, recheios e sorvetes.
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* Avaliacdo da viabilidade econdémica do uso da tecnologia de membranas
no processamento integrado do acai.
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