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RESUMO

A acerola € uma rica fonte de 4cido ascorbico ¢ relativa fonte de antocianinas. A fruta e seus
produtos tém sido objeto de grande procura para servir como fonte nutricional individualmente, ou
como fonte suplementar desta vitamina para outros alimentos. O 4cido ascorbico e as antocianinas
apresentam propriedades antioxidantes e tém sido apontados como preventivos para diferentes males
que afetam 0 homem, como céncer, problemas cardiovasculares, e outros,

Um dos problemas na indistria com esse fruto e seus produtos, esti relacionado com as perdas
do acido ascdrbico e alteragio na cor do produto.

Desse modo, este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar a degradagio do acido
ascérbico ¢ das antocianinas em polpas de acerola submetidas a diferentes tratamentos: polpa sem
tratamento térmico, inativagdo térmica ou brangueamento, pasteurizagdo (HSTT) com ¢ sem
desaeragiio. As polpas foram testadas em embalagens de vidro e de lata, ¢ armazenadas durante seis
meses, para melhor avaliar o potencial vitaminico e nivel de manutengio de cor dos produtos. Todo
trabatho foi desenvolvido a nivel de planta piloto.

O segundo capitulo trata dos testes realizados com diferentes métodos para determinagdo do
acido ascorbico em polpa de acerola para a escotha daquele que oferecesse bons resultados comparaveis
a CLAE, e que também fosse rapido, seguro e econdmico. O método gue se enguadrou com tais
caracteristicas foi o de titulagfo com 2,6-dicloroindofenol. Porém, como a polpa ¢ bastante colorida, foi
necessario estudar um meio para facilitar e tomar mais confiaveis os resultados. Assim sendo, no
segundo capitulo ¢ dado a conhecer as modificacdes deste método para atingir o objetivo proposto. As
novas modificagdes mostraram  excelente performance nos dados e que foram estatisticamente
similares aos obtidos por CLAE.

No terceiro capitulo ¢ feita uma abordagem sobre as caracteristicas fisico-quimicas das polpas
de acerola, salientando o efeito do processamento e tipos de embalagens no tempo zero ¢ durante o
armazenamento de seis meses. Neste item, mostrou-se estatisticamente os resultados individuais e a
correlagiio entre as anélises para 4cido ascorbico, antocianinas totais, pH, acidez total titlavel expressa
em acido malico e em 4cido citrico, sélidos totais, e °Brix. Os resultados mostraram alia correlagio
entre acido ascorbico e antocianinas.

No quarto capitulo realizou-se um estudo minucioso sobre a cor das polpas através do sistema
Lab, estudo do “huc”, diferenga de cor e saturagéio da cor durante o armazenamento. Pelos resultados
foi possivel verificar que a cor do produto foi diretamente relacionada com o tipo de processamento e
condigbes de armazenamento. '

No quinto e ultimo capitulo, foram identificadas as antocianinas presentes na polpa, sem
tratamento térmico ¢ também o efeito dos processamentos sobre esses pigmentos. A antocianina
encontrada em maior quantidade foi a cianidina, havendo também a malvidina e pelargonidina. Esta
iltima mostrou-se mais termossensivel aos tratamentos térmicos.

O procedimento de desaeragio das polpas pasteurizadas, assim como o tipo de embalagem ndo
mostrou diferenca significativa.

Palavras-chaves: frutos tropicais, vitamina C, antocianina, tratamento térmico, cor, métodos
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ABSTRACT

West Indian cherry is a rich source of ascorbic acid and a relative source of anthocyanins. The
fruit and its products have been objects of great demand to serve individually as a nutritional source, or
as a supplementary source of this vitamin for other foods. Ascorbic acid and the anthocyanins present
antioxidant and preventative properties of various diseases which affect man, such as cancer,
cardiovascular problems and others.

One of the problems in the industrialization of this fruit and its products is related to the losses
of ascorbic acid and the color of the product.

Thus, this research was conducted with the objective of investigating the degradation of
ascorbic acid and of the anthocyanins in West Indian cherry pulps submitted to different treatments:
pulp without heat treatment, thermal inactivation or blanching, pasteurization (HTST) with and without
acration. The pulps were tested in glass and tin packages, and stored for six months for a better
evaluation of their vitamin potential and the level of color maintenance of the products. All the
experiments were developed at the pilot plant level.

The second chapter considers the tests conducted with different methods for the determination
of ascorbic acid in West Indian cherry pulp for the selection of those which offered good results as
compared to CLAE, and which are fast, precise and economic. The method which fitted these
characteristics, was that of titration with 2,6-dichloroindophenol. However, due to the intense color of
the pulp, it was necessary to study a way to facilitate the titration and make the results more precise.
The modifications made to this method to reach these objectives are presented in the second chapter.
The new modifications showed result in excellent performance and the data were statistically similar to
those obtained by CLAE.

In the third chapter, an investigation of the physicochemical characteristics of the West Indian
cherry pulps was made, emphasizing the effect of processing and types of package at zero time and
during the storage period of six months. In this chapter, the individual results, the correlation amongst
the analyses for ascorbic acid, total anthocyanins, pH, total titrable acidity expressed as malic acid and
as citric acid, total solids and °Brix were shown. The results showed high correlation between ascorbic
acid and anthocyanins.

In the fourth chapter, a detailed study of the color of the pulps was made using the L a b
system, that is, a study of the “hue”, difference in color and saturation of color during storage. It was
possible to verify from the results, that the product color was directly related to the type of processing
and storage conditions.

In the fifth and last chapter, the anthocyanins in the pulp without heat treatment were identified,
and also the effects of processing on these pigments. The anthocyanin encountered in highest amounts
was cyanidine, malvidine and pelargonidine aiso being present. The latter was shown to be more
sensitive to heat treatments.

Deaeration of the pasteurized pulp, and type of package showed no significant difference.

Keywords: West Indian cherry, vitamin C, anthocyanin, heat treatment, color, method,
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1. INTRODUCAOQ

A acerola ¢ chamada de macd em algumas regides do pais, pois contém acido
malico, que confere aroma parecido ao dessa fruta, Extensivas pesquisas t8m sido
realizadas no sentido de estudar as causas que levam ao amarelecimento de frutos,
polpas congeladas, ou n&io congeladas e outros produtos derivados, bem como formas

de ammazenamento e conservagio para que o produto tenha seu valor comercial
garantido.

Devido o alto teor de vitamina C na acerola, € a conquista no mercado de
exportagdo, as investigagbes tm se intensificado para obter-se produtos derivados
desta fruta, tais como sucos, geléia, sorvetes, doces, etc., com assegurado teor da
vitamina C e manutengio da cor. Entretanto, um dos maiores problemas encontrados

tem sido a perda da vitamina C e mudanca de cor desses produtos, inclusive do fruto in

natura.

Na exportagio mundial da acerola, o Brasil vem se destacando e o Japdo
importa cerca de 60% da producfio nacional (BENSIMON, 1991). Isto tem incentivado o

pais a grandes investimentos, tanto na tecnologia agricola quanto na industrial.

Na industria alimenticia, o suco de acerola tem sido utilizado para enriguecer os
sucos ¢ nectares de outras frutas, saladas de frutas etc. 5 utilizado também na indéistria
de conservas, na preservaciio de frutos enlatados, secos ou frigorificados como
antioxidante natural. Um dos maiores problemas enfrentado, no entanto, estd
relacionado 4 répida perda da vitamina C e mudanca de cor nos produtos & base de

acerola.

O atributo de cor & importante, porque tem um efeito psicologico para aceitaciio
de um alimento. Por esse motivo, a indistria de alimentos vem se preocupando em
investigar meios tecnolégicos que no interfiram significativamente na degradacfio dos
pigmentos naturais presentes, por ser um fator atrativo ao consumidor e tenha garantido

seu valor nutricional.

O fruto da acerola em plena maturagio varia de cor, indo desde o amarelo-

laranjado até a coloragfio vermelho purpura. A coloragio vermelha deve-se a presenca



de antocianinas ¢ a alteragio de cor no suco de acerola pode estar relacionada a
decomposiciio desses pigmentos € produtos de degradacio do acido ascorbico. Baixas
temperaturas de armazenamento podem evitar ou minimizar essas alteragbes; ao
contrario da temperatura ambiente, que provoca rapida alteracfio na cor do suco ¢ seus
derivados, e aparecimento de pigmentos escuros, podendo mudar a cor vermelho-

brilhante para amarelo-pélido e/ou amarronzado, com notavel produgéio de CO, apos

alguns meses de armazenamento a temperatura ambiente.

Para prolongar a vida de prateleira dos produtos de acerola, novas tecnologias,
como pasteurizagdio em sistema HTST e/ou liofilizacdo, sdo altemnativas que t€m

produzido resultados satisfatorios.

Os estudos sobre acerola revelam que a perda da vitamina C esta relacionada a
diversos fatores conhecidos, como a temperatura de armazenagem, condigbes pos-
colheita, condighes de processamento, embalagem, etc. Além disso, fatores
desconhecidos e reagSes anaerébicas influenciam predominantemente na degradagdo da
vitamina C, além de promover consideravel mudanca na cor. A forma como ¢ obtido o
suco ou a polpa da acerola pode influenciar nos teores de acido ascorbico ¢ na

conservagio de cor do produto final.

Viérios estudos reportam que os teores de 4cido ascorbico ¢ a cor do fruto de
acerola variam devido as indmeras influéncias que sofrem, como por exemplo a
variedade, condigbes edafoclimaticas de cultivo da planta, tratos culturais, incidéncia
solar, estagio de maturagio, época de colheita ¢ manuseio pos-colheita, localizagio
geografica e posico da 4rvore para incidéncia solar (ASENJO & MOSCOSO,1988;
COUCEIRO,1986; CAVALCANTE,1591).



2. OBJETIVOS:

2.1. Geral:

Estudar o efeito de diversos tipos de processamento, da embalagem ¢ das
condi¢cBes de armazenamento sobre as caracteristicas fisicas, quimicas, ¢ fisico-
quimicas da polpa de acerola, com vistas a identificacio das mudangas ocorridas
especialmente sobre os teores de 4cido ascérbico, antocianinas e coloracgdo do produto,
além de investigar o método mais econémico, praico e seguro para determinar os teores

de acido ascérbico.
2.2. Especificos:

2.2.1. Comparar diferentes métodos de determinagiio de icido ascorbico, para eleger o
que fornecesse resultado comparivel aos obtidos por CLAE, como também propor

modificagdes no método eleito, se necessério, para uma determinagio segura;

2.2.3. Determinar os teores de acido ascérbico, antocianinas totais, °Brix, acidez,
solidos totais ¢ pH nas polpas de acerola tratadas e¢ ndo tratadas termicamente,
acondicionadas em embalagens de vidro e de lata a temperatura de congelamento e

ambiente;

2.2.4. Extrair e identificar as antocianinas presentes na polpa de acerola, por meio de
estudos cromatograficos, espectrofotométricos, anilises fisico-quimicas e fisicas,
comparando os resultados com padrdes e dados da literatura;

2.2.5. Comparar o efeito da desaeragfio nas polpas pasteurizadas, por intermédio de
resultados analfticos;

2.2.6, Propor modelo estatistico que permita predizer os teores de acido ascorbico e de
antocianinas na polpa de acerola, mediante resultados obtidos dentro de um plano

experimental.

2.6.7. Realizar andlises microbiologicas, periodicamente, para avaliagio da inocuidade

das polpas de acerola durante o periodo de armazenamento de 180 dias.
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CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A ACERQOLA
1.1. Origem e denominaciio

De acordo com o pais de origem, a acerola recebe diferentes nomes, como por
exemplo West Indian cherry, Barbados cherry, Jamaica cherry e outros.  Acredita-se que o
fruto seja origindrio do Caribe, nordeste da América do Sul, América Central ou das Indias
(OLIVA,1995). Antes da descoberta das Américas, os indios ja utilizavam a acerola. Os
europeus, entfo, entusiasmaram-sc com o fruto por sma cor atrativa e as tribos
ehcarregavam—se de dissemina-las. Em 1903, as cerejas das Antilhas foram introduzidas na
Flérida através de Cuba e, a seguir, em outros paises do continente americano (SIMAQ,
1971) ¢ vem sendo cultivada extensivamente em Porto Rico, Havai, Cuba e Flérida-EUA,
face a sua riqueza em vitamina C ¢ uma série de outras qualidades (ACEROLA, 1986)

A acerola apresenta-se na natureza com muitas variedades, ¢ estas sfio
classificadas de acordo com o sabor doce ou dcido dos frutos, sendo que o primeiro
apresenta menor teor de acido ascorbico, ao contrario do segundo. O nome "acerola” &
usado tanto no Havai como no Brasil { NAKASONE,1968). No Brasil, a acerola é também
conhecida como cereja-das-Antilhas e cereja do Para.

No Br:isil foi introduzida em 1955, no Estado de Pemambuco pela Universidade
Federal daquele Estado, procedente de Porto Rico, através da professora Maria Celene
Cardoso de Almeida, que trouxe daquele pafs algumas sementes da variedade B-17,
considerada das mais ricas em vitamina C, que deram origem 4s primeiras plantas de
acerola em Pernambuco. Daquela época até hoje, mithares de mudas ja foram doadas pela
UFRPE aos seus visitantes e as varias pessoas interessadas em cultivar acerola

(COUCEIRO, 1985)

A partir da década de 80, a acerola ganhou status de pomar comercial no Brasil
devido & demanda de paises da Europa, Japio e Estados Unidos da América, ¢ mais
recentemente, do crescente consumo no mercado interno.

4
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1.2. Producio e comércio de acerola

A acerola desenvolve-se bem em regibes tropicais, porque exige temperaturas em
torno de 26°C e precipitagio variando de 1200 a 1600mm, razdes pelas quais & produzida
em quase todos os estados brasileiros. No Brasil, os principais produtores sdo: Bahia (35%
da produglio nacional), Pernambuco (17%) e Para (16%), mas a aceroleira é também
encontrada nos estados de S3o Paulo ¢ no Parana, embora em menores quantidades. Sio
variedades classificadas como doce (clones Manoa Sweet, Tropical Ruby € Hawaii Quenn)
¢ azedas (J.H. Beaumont, C.F. Rehnoborg, Red Jumbo, F. Haley e Mauunawili) sendo estas
as que contém maior teor de dcido ascorbico (SILVA, et al. 1988).

No Brasil, existem alguns plantios de pequeno e médio porte instalados € outros em
fase de implantagfo nos estados da BA, PB, PE, PA, PR, RN e SP, visando principalmente
a exportaglo da fruta (ALVES, 1993). Segundo ARAUJO & MINAMI (1994), o Brasil ¢
atualmente o maior produtor e consumidor de acerola no mundo seguido pelos mercados

Japonés e europeu.

Existe um projeto para produzir acerola no Estado do Ceara, sem utilizar qualquer
tipo de adubo quimico, podendo chegar a 200ha nos préximos 4 anos. A empresa
responsavel € a Amway Corporation que produz complementos alimentares e vai investir
U$50 milhdes no plantio de frutas (PAIVA & ALVES, 1998)

No mercado interno a acerola é comercializada principalmente na forma in natura
ou de polpas congeladas, e seu maior mercado esta nos sucos naturais. Para definir o preco
do quilograma da acerola sdo utilizados os critérios de coloragdo, tamanho ¢ uniformidade.
A tendéncia, entretanto, € que os teores de acido ascorbico passem a estabelecer o prego do
produto (ALVES,1996; NEVES et al, 1999). A acerola € uma rica fonte de vitamina C,
razoavel em caroteno, ¢ pobre em vitaminas do complexo B (ROCHA, 1988, SILVA &
MENEZES, 1997, ASENJO, 1980; DERSE & ELVEJHEM , 1954; MILLER et al. 1961,
OLIVEIRA, 1997) (Tabelas 1 e 2).

A cultura da acerola, além de representar uma alternativa de diversificagio para os
pequenos produtores, também € geradora de empregos, em virtude de sua classificagéio e

colheita serem feitas manualmente e exigirem intensivo emprego de méo-de-obra.
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Na Tabela 1, estd apresentado o teor de acido ascorbico de diferentes frutas
comparando-se aos teores possiveis de ser encontrado em acerola e na Tabele 2 os teores de

vitamina A e do complexo B presentes na acerola.

TABELA 1. Teor de acido ascorbico em algumas frutas

Frutas Ac. ascérbico Frutas Ac. Ascérbico
(mg/100g) (mg/100g)
Abacate 15,0 Limdo 23-60
Abacaxi 27,2 Magi 59-80
Acerola 1.000 — 4.676 Manga 7.0 - 147
Amora 210,0 Mamio 36-109
Banana 10,0 Meldo 12,5-58,7
Camu-camu 2.950 Melancia 9,0
Cabeludinha 706 -2.417 Morango 4] - 81
Caju 147 — 548 Péssego 18,7-26,8
Laranja doce 37-80 Tangerina 15-56
FONTE: Adaptada por FIGUEIREDO (1998)
TABELA 2. Teores de vitamina A e do complexo B na acerola
Vitaminas Suco Fruta com caroco ~ Polpa
(ng/100g) (1g/100g) (mg/100g)
Caroteno - - 0,408
Tiamina (vitamina B} 30 30 0,028
Riboflavina(vitamina B;) 50 50 0,079
Niacina (vitamina PP) 290 409 0,34
Piridoxina(vitamina Be) 4.4 8,7 -

FONTE: ASENJO(1980); DERSE & ELVEJHEM(1954); MILLER et al. (1961)
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Dentre os comprﬁdores de acerola do Brasil, destacam-se o mercado japonés,
seguido dos Estados Unidos e Europa. A empresa Nichirei do Brasil (NIAGRO), cuja
matriz no Japdo detém 90% dos produtos de acerola, relata que as vendas tiveram altas de
1987 a 1992, quando estacionaram. Porém o mercado vem reanimando e as previsdes de
exportagdo para o Japao estio novamente em alta (IBRAF, 1995).

Na Europa, com destaque para Alemanha, Franga, Béigica e Hungria, a acerola é
bastante usada para enriquecimento de sucos; nos Estados Unidos da América, sua
utilizagdo ¢ basicamente na industria farmacéutica; no Japio, a acerola € processada e
utilizada para fabricacéo de varios produtos. Outro mercado promissor é a América Latina,
principalmente Argentina, Chile e Uruguai, que demonstram grande inferesse na compra de
acerola do Brasil (MUSSER, 1995).

Devido 4 alta segregagfio, as caracteristicas dos frutos sfo bastante variadas e
algumas exigéncias j& comegam ser definidas para exportagio de acerola (Tabela 3).

TABELA 3. Algumas exigéncias para exportagio de acerola

Caracteristicas Exigéncias

Coloragéo Vermelha

Solidos soliveis (°Brix) Minimo de 7,0 (Europa) ou 7,5 (Japéo)
Vitamina C (mg/100g) Minimo de 1000mg/100g (Europa ¢ Japio)

FONTE: ALVES (1996).

1.3. A planta

Tem o nome cientifico de AMalpighia glabra 1. ¢ pertence a familia das
Malpighiaceas. E planta arbustiva, que atinge no maximo trés metros de altura, muito
copada, de folhas permanentes. As flores s8o pequenas, perfeitas, amarelas ou lilss. Os

frutos sdo vermelhos quando maduros, de polpa macia e sucosa, 4cida ou subacida. O seu
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desenvolvimento leva 22 dias, em média, da fecundacfio 4 maturagiio do fruto. De forma
subglobosa, medindo de 1 a 3 cm de didmetro ¢ massa variando de 2 a 10 gramas. A massa
de sua polpa representa 80% do peso total da fruta. Geralmente cada fruta contém 3
pequenas sementes inclusas em envoltérios de textura rija e apergaminhada (carogo)
(ALVES, 1991; BAILEY & BAILEY, 1976))

A planta floresce ¢ frutifica 4 a 7 vezes por ano, com pequenos periodos
vegetativos intercalados, o que equivale dizer que frutifica 0 ano todo. A planta cresce bem
em quase todos os tipos de solo preferindo, no entanto, os solos profundos, argilo-arenosos
de boa fertilidade e drenagem satisfatoria (OLIVEIRA, 1996). A frutificacfio inicia-se a
partir de 2,5 2 3 anos do plantio. Uma aceroleira pode produzir de 20 a 30 Kg de frutos por
ano e os frutos devem ser colhidos quando maduros ou em inicio de maturagfio, isto €,
quando sc¢ apreseniarem com a coloragio vermelho-intenso ou amarelo rosado,
respectivamente. Os frutos em inicio de maturagio sfo mais acidos e mais ricos em

vitamina C, e resitem meihor ac manuseio e comercializagio (GONZAGA NETO &

SOARES, 1994).

Os produtores de acerola buscam alternativas para garantir boa produgfo ¢ melhorar
a qualidade do fruto. Recentes estudos realizados por SILVA & MENEZES ( 1998)
verificaram que acerola produzida por estaguia apresentou maior concentragio de 4cido
ascorbico do que aquela produzida a partir de sementes. CARVALHO & MANICA (1993)
verificaram que o padrio de cultivo influencia dirctamente na cor dos frutos ¢ na

composigio fisica e quimica da acerola.

2. A VITAMINA C DA ACEROLA
2.1. Teores de vitamina C e fatores de inflaéncia

O teor de vitamina C da acerola estd relacionado com localizaglo geografica,
estagio de maturagfo do fruto, época de colherta ¢ tratos culturais. As perdas de vitamina C
s8o varidveis para distintos frutos, porém sdo mats acentuadas s¢ observadas as condigbes
extremas de temperaturas ¢ tempo de estocagem (SILVEIRA et al., 1981; ASENJO, 1980).
O simples processamento de vegetais pode contribuir para significativa perda da vitamina C
(TAPADIA et al., 1995)
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No estudo de NAKASONE et al. (1968), com diferentes cultivares de acerola,
notou-se que as frutas das variedades doces estudadas apresentaram peso médio de 5.2 a
7,2g, o teor de dcido ascorbico variou de 1.437 a 1.577mg/100g, enquanto as variedades
hcidas apresentaram o peso médio dos frutos em tomo de 3,3 2 9,3g, e os teores de 4cido
ascorbico variaram de 1.400-2.300 até 2.200-3.200 mg/100g. Nio foi verificada relagdo
entre o peso dos frutos, € o teor de sélidos soliveis com os teores de acido ascorbico das
cultivares de acerola estudadas.

InvestigagBes com acerola em diferentes estadios de maturacio mostraram que os
teores de determinados compostos sfio afetados pelo grau de amadurecimento do fruto.
FENNEMA (1982) relata que os valores do °Brix s&o mais baixos nos frutos "de vez" do
que nos frutos maduros devido a hidrélise do amido, que produz aumento dos agiicares
soluveis 4 medida que o fruto amadurece. Em relagdo & vitamina C, foi observado por
alguns investigadores decréscimo de 33 a 45% nos teores dessa vitamina ou ainda de 50%
ou mais até o inicio da pigmentagfio ( LOPEZ, 1963; ITOO et al.,1990; ALVES, 1992).
Recentes pesquisas confirmaram esses estudos mostrando que os teores da vitamina C
decrescem na ordem de frutos verdes, seguido dos frutos “de vez” e dos frutos maduros
(ALDRIGUE, 1998, SILVA & MENEZES, 1997).

Estudo de monitoramento dos teores de 4cido ascérbico em polpas de acerola de
diferentes cultivares, em tr8s estadios de maturagio ( verde, “de vez” e maduro)
armazenadas durante 90 dias sob congelamento, mostrou uma perda de 1,73% a 9,5%; de
1,78% a 13,4% e ao redor de 15% para as polpas de frutos verdes, “de vez” e maduros,
respectivamente. Pelo sistema L a b, verificou-se que a cor vermelha foi sensivelmente
degradada, principalmente nas polpas de frutos maduros, € a cor amarela foi aumentada nas
polpas dos estadios “de vez” e maduro (SILVA & MENEZES, 1997).

Polpas de acerola foram extraidas em despolpadeira, em planta piloto, com varias
condigdes de pressdo e selagio de peneira com diferentes aberturas, nfio tratadas
termicamente, estocadas em fracos de vidros de 150 ml transparentes, durante 7 meses a —
18°C. O 4cido ascérbico foi determinado por titulagdo com 2,6-dicloroindofenol, e a cor
medida em colorimetro MINOLTA pelo sistema L a b. Os resuliados mostraram que
durante a estocagem, as polpas modificaram sua cor do laranja-avermethado para laranja-

amarelado, e o teor de 4cido ascorbico foi reduzido de 22 a 26%. Concluiu-se que o alto
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teor de acido ascorbico na polpa foi correlacionado 3 maior degradagio dos pigmentos
vermelhos durante a estocagem (SILVA, KAWASAKI & MENEZES, 1999).

SILVA, KAWASAKI & MENEZES (1997) testaram trés diferentes condigdes de
extragdo de suco de acerola para verificar o efeito do processamento sobre sua composicio
quimica. Os sucos foram pasteurizados ¢ armazenados durante seis meses. Os resultados
indicaram que as condigdes de extrago influenciaram nos valores de acidez total, °Brix,
sélidos totais e teores de acido ascorbico. A cor do suco mais afetada foi daquele obtido com
maior pressdo, ficando visivelmente marrom ao final do armazenamento de seis meses.
Estudos anteriores realizados por SAMSONOVA et al. (1984) mostraram que o suco de
“sea buckthorn berries” obtido por pressdo e centrifugacdo, apresentaram uma perda de 50 -

55 € 35-40 % do acido ascérbico, respectivamente,

Trés formulages de néctar de acerola foram preparadas e tratadas sob diferentes
processos ¢ condigbes de estocagem. Os produtos foi armazenados em latas. Um lote foi
congelado em timel de congelamento e armazenado a —18°C; outro lote foi processado
termicamente em trocador de calor de placas (“Hot fill*) com enchimento a quente, e o
terceiro foi tratado em trocador de calor rotativo (“Spin cooker-cooler”) com enchimento a
frio. As amostras tratadas termicamente dos lotes 2 e 3 foram armazenadas A temperatura
ambiente. Os resultados indicaram que as amostras armazenadas a temperatura ambiente
apresentaram alteraggo de cor, aspecto visual e sabor. Foi concluido que um dos fatores que
contribuiu para o escurecimento deve-se 4 degradacdo do acido ascorbico, detectada pela
perda dessa vitamina (OLIVA, MENEZES & FERREIRA, 1996). Frutas armazenadas sob
refrigeragio (8°C) por 168 horas apresentaram uma perda de 44% nos teores de acido
ascorbico ¢ frutas congeladas a —18°C tiveram seus teores de acido ascorbico diminuido em
21% apos 180 dias de estocagem (OLIVA & MENEZES, 1996).

CAMPELO (1996) avaliou as mudangas nos teores de vitamina C em polpas de
acerola pasteurizadas (85°C/ 1 s) e ndo pasteurizadas armazenadas a —18°C durante 12
meses. Os dados obtidos indicaram que, no tempo zero de processamento, ndo houve
diferenga significativa entre os dois tratamentos para os teores da vitamina C. Porém, ao
final do armazenamento, ocorreu degradagio média dessa vitamina de 38,04% e 43.94%

para as amostras ndo pasteurizadas e pasteurizadas, respectivamente. A autora concluiu que
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as condi¢bes do tratamento térmico usadas niio foram eficazes para preservar a vitamina C

durante a estocagem.

Algumas investigagdes s3o realizadas com o objetivo de verificar a qualidade do
tratamento térmico sobre os produtos de frutos e vegetais que garantam a sua conservagio

quanto aos padrdes microbioldgicos e sensoriais e nutricionais.

Polpas de acerola foram inicialmente branqgueadas, segumidas de testes de
esterilizagio comercial. O tratamento térmico foi realizado em tacho mox, encamisado com
temperatura de 100°C, testado a 10, 15, 20 e 25 minutos. Foi selecionado o menor tempo de
tratamento porque proporcionou maior retengio da vitamina C. A polpa, assim processada,
foi armazenada 4 temperatura ambiente (25°C) durante 105 dias. Foi determinado acidez
total tituldvel, °Brix, pH e teor de vitamina C. Os resultados microbioldgicos e sensoriais
foram de acordo com os padrdes estabelecidos pela legislagfio federal. Nao foi detectado
variagdo significativa 4 nivel de 1% para as anilises fisico-quimicas avaliadas ao final do
periodo de armazenamento, e o néctar elaborado dessa polpa, apés 105 dias, apresentou

uma aceitabilidade de 79,52% pelos provadores, pelo teste de consumidor (SANTOS et al.,
1998).

O processo de microfiltragio foi usado para esterilizar 0 suco de acerola. Os
experimentos foram realizados em sistema tubular com membranas de polietersulfona
(0,3um de didmetre de poro), em diferentes pressdes transmembranas, a 30°C, durante 2
horas. Os dados indicaram uma queda na viscosidade aparente do suco obtido, em
decorréncia da auséncia de pectina no permeado, e uma pequena diminuigio nos sélidos
soluveis. Houve somente uma variagio de 4% nos teores de vitamina C. As anslises
microbiolégicas constataram que o processo de microfiltragio garantiu a produgdo de sucos
estereis (NEVES et al., 1998)

2.2. Algumas propriedades da vitamina C

A vitamina C € requerida na dieta humana por apresentar fungBes importantes como
regeneracdo das membranas e dos tecidos, evitar escorbuto e manter fungdes vitais. Ela é
facilmente encontrada em frutos e vegetais diversos em diferentes concentragdes. Na dieta
humana exigem-se niveis de concentragSes de acordo com a atividade fisica, sexo, idade e

qualidade de vida de cada pessoa.
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A vitamina C ¢ solivel em 4gua e extremamente termolabil oxidando-se facilmente
na presenca do ar atmosférico, em solugdes diluidas. Deve-se ter cuidado para reduzir o
efeito de tragos cataliticos de jons metdlicos. O 4cido ascorbico apresenta a maior
concentragdo da atividade vitaminica.

Simples operagdes tecnologicas como descascar, cortar ralar, filtrar, homogeneizar,
espremer, secar, cozinhar, etc, sdo vias ficeis de oxidaciic dos alimentos. De acordo com
BORONAT & TAMAMES (1997), o processo oxidativo pode ocorrer por trés vias:
autoxidagfo, fotooxidacéio e catdlise por lipooxigenase. A adicio da vitamina C, on de
acido asédrbico, tem sido utilizado para evitar processos oxidativos e aumentar a vida de

prateleira dos produtos alimenticios processados.

O “stress oxidativo” ¢ considerado um balango pro-oxidante/antioxidante a favor do
anterior, levando a um dano potencial. Na pele, tanto os processos metabdlicos normais,
quanto os patolégicos levam a formagfo do radical superéxido de hidrogénio e, na presenca
de metais transicionais (por exemplo, ferro e cobre), do radical hidroxil que, por defini¢Ho,
sdo radicais livres de oxigénio. Individualmente, ou em conjunto, séo moléculas fortemente
reativas. Alguns componentes da pele absorvem a radiagio UV/Vis, dando origem a um
reativo “estado de excitagdo”, podendo gerar oxigénio livre, prejudicial a pele. A vitamina
C topica pode servir como fotoprotetor, além de ser fortemente antioxidante, capaz de
sequestrar muitiplas espécies reativas de oxigénio e inibir sinergicamente o radical livre,

principalmente combinada com vitamina E (DARR, 1997).

Existem substanciais evidéncias de que antioxidantes dietirios sfio preventivos de
doengas cardiovasculares. JACOB (1998) reporta estudos de 5 anos com homens cwa
dieta, deficiente em vitamina C, aumentava o risco de enfarte do miocardio. Em outro
estudo, a vitamina C preveniu doencas da artéria coronana e limitou a progressdo dessas
doengas nos individuos com o problema existente. VINSON et al. (1998) demonstraram
que extrato obtido de laranja amarga (Citrus aurantium) extraido com 4lcool(30%)-4gua,
rico em flavondide, suplementado com dcido ascérbico e testado em animais (hamsters),
inibiu a aterosclerose e apresentou significativa correlagdo entre os indices de

susceptibilidade oxidativa e aterosclerose.

Semelhantes contribuigdes acerca do uso de vitamina C, associado aos compostos
fendlicos presentes em sucos e bebidas, mostraram resuitades favoraveis no papel

12
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antioxidante para o metabolismo humano (MILLER & RICE-EVANS, 1997, SCHMIDT,
1995). Dietas suplementadas com vitamina C podem reduzir o “stress oxidativo” em
fumantes, melhorando doengas patogénicas crénicas e diminuindo riscos de cancer
pulmonar (AGHDASSI et al, 1999). De acordo com recente cstudo (WEBER et al., 1995),
0 requerimento de vitamina C para fumantes deve ser maior ( 140 mg/dia) que para nfio
fumantes (60mg/dia), para prevenir doengas cardiacas, cincer e catarata. Outros estudos
mostraram que a ingest&o de frutos e vegetais ricos em vitamina C podem reduzir o risco de
certos tipos de cancer (SINHA et al., 1997).

Alguns estudos mostram uma assoclagdo entre infecgSes ¢ estado nutricional de
vitamina C. CASANUEVA et al (1998) realizaram estudos com mulheres com
escolaridade de 2° grau, com menos de 20 semanas de gravidez, comparando as que
possuiam infecgGes vaginais com um grupo controle ausente de infecgfio. As mulheres
receberam uma dieta com alto teor de vitamina C. A avaliagfio foi realizada determinando-
s¢ a comtagem de leucocitos e niveis de leucocitos e vitaminag C plasmatico. Nio foi
encontrado efeito nos niveis plasmaticos de vitamina C sobre as infecgdes, possivelmente
porque as mulheres tiveram alta ingest8o da vitamina. Os autores recomendaram que seja
estabelecido os niveis de 4cido ascérbico ¢ dehidroascorbico para verificar melhor a
participac8o da vitamina C na reducio de radicais livres gerados pelos processos de
infecgfio.

A hiperhomocisteinemia tem sido implicada como um fator de risco de doencas
cardiovasculares. Suplementos de &cido folico de 1 a 2 mg tem sido recomendado para
normalizar os niveis de homocisteina. O 4cido félico tem papel importante na convers3o da
homocisteina pata metionina. E conhecido que megadoses de vitamina C (500 mg — 1000
mg)} sdo capazes de inativar a vitamina B-12, especialmente na presenga de ferro,
precipitando desse modo a vitamina B-12 deficiente. Portanto, uma dose de vitamina na
faixa de 500 mg por dia, ou maior, pode inferferir na habilidade do 4cido félico em

mdividuos que desejam diminuir os niveis de homocisteina (MIX et al., 1999).

Diante dos dados acima descritos acerca das propriedades da vitamina C, esta
vitamina nZo pode ser utilizada sem prévia avaliagdo do estado geral de satde do individuo.

Sen uso indiscriminado ao invés de favorecer um efeito benéfico, poderd implicar em

resultados indesejéveis.
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2.3. Estabilidade da vitamina C

A vitamina C ¢ uma lactona insaturada. A sua degradagio em solugdo ocorre
tanto em condiges anaerobicas como aerdbicas, dando diferentes produtos de degradagdo.
Em condigdes anaerdbicas, ocorre a oxidag@o reversivel do acido ascérbico para o acido
dehidroascorbico. Ela poderia ser caracterizada pela propriedade de redugio de um grupo
funcional enediol (SRIVASTAVA & SING, 1988).Tanto a oxidagiio aerébica como
anaerobica da vitamina C leva a formagfo de furaldeidos, compostos que polimerizam-se
facilmente, com formagio de pigmentos escuros (BOBBIO & BOBBIO, 1992). A formag&o
do acido dicetoguldnico é quase instantdnea a pH alcalino, rapida a pH neutro ¢ lenta em
condigdes dcidas. Existem muitas rotas possiveis para sintese quimica do acido ascorbico
(COULTATE, 1984). Durante o processamento, pasteurizagdo ou armazenamento, a perda

do 4cido ascorbico pode ocorrer por diferentes rotas (HOARE et al., 1993).

Algumas investigagdes t€m comprovado que a perda da vitamina C nos alimentos
esta ligada a vanos fatores, tais como: pH, presenga do oxigénio, luz, concentragio de sal e
agucares, aminoacidos livres, atividade de agua ¢ presenga da enzima ascorbato-oxidase
(LENZ & LUND,1980). De acordo com NAGY(1980), no suco ciirico envasado ha
competicdo do oxigénio dentre um numero de reagdes, incluindo reagdes de corrosio,
oxidagdo do acido ascorbico e oxidagdes que favorecem off-flavor € mudanga de cor. Na
auséncia do oxigénio ocorrem reacdes anaerobicas que contribuem para a degradagio da

vitamina C,

Um nimero de produtos intermedianios e finats como furfural, hidroxifurfural, dcido
dehidroascorbico e acido dicetoguldnico, foram identificados em produtos citricos durante
seu armazenamento (NAGY,1980). Varios autores compartitham a idéia de que os teores de
vitamina C tendem a diminuir com o aumento do tempo de armazenamento ¢ a
temperatura empregada (SILVEIRA et al., 1981; DANCHEYV et al, 1980). Dependendo da
natureza do produto ¢ das condi¢es de armazenamento pode haver uma perda de 40 a 80%

no teor da vitamina C ( CID et al., 1991).

Estudo realizado com suco de laranja, pasteurizado € submetido a diferentes formas

de estocagem, mostrou que o congelamento € mais efetivo para manter o nivel de vitamina
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C do que a refrigeragio ( HOARE et al.,1993 ). O suco liofilizado, armazenado a 0°C
investigado por IRZYNIEC et al. (1993), apresentou uma estabilidade duas vezes maior
para a vitamina C do que o armazenado a 30° C. Sucos de maca e abacaxi pasteurizados,
enlatados ¢ armazenados 3 temperatura ambiente na Arabia Saudita durante 12 meses,
tiveram uma perda aproximada de 50% do teor de vitamina C (EWAIDAH, 1992). Foi
também observado uma diminuigio do 4cido ascorbico, e aumento dos acticares redutores
os quats toram linearmente relacionado com o tempo de armazenamento. Segundo o autor,

o aumento deste foi devido & hidrdlise da sacarose.

Pesquisadores estudaram a qualidade do suco liofilizado de morango e observaram
que n3o houve mudangas significativas quanto aos pardmetros de cor durante a
armazenagem, ¢ a meia-vida das antocianinas prolongou-se de 55,6 para 98 semanas
(IRZYNIEC et al., 1993). Ja nos estudos de suco concentrado de morango estocado a 4°C
por 10 meses, houve uma perda de 11-27% de vitamina C e uma mudanga de cor de 11-37
%, medida através do indice de degradagdio das antocianinas, tendo o indice de degradagsio
destas aumentado de 290 para 490 %, medido pelo método diferencial de pH
(KWASNIEWSKA et al., 1987).

O modo como € obtido o suco pode alterar a sua composigio quimica. As diferentes
perdas de vitamina C podem ser devido ao tipo de suco, tipo de fruto citrico (variedade e
espécie), pardmetros usados mo processamento, tipo de contentor para aquecimento do
produto processado, manuseio e armazenagem (NAGY, 1980; DANCHEV et al.,1980;
FAN- YUNG & RECHITS,1979).

Nos frutos citricos, geralmente, encontram-se enzimas que oxidam a vitamina C,
como a oxidase-citocromo, oxidase-acido ascérbico e peroxidases, sendo que estas ltimas
encontram-se em maior quantidade. No processamento do suco, porém, a etapa de
desaeragio minimiza a quantidade de oxigéﬁjo ¢ a alta temperatura de pasteurizagfio destroi
radicaimente suas atividades oxidativas (NAGY, 1980). Alguns produtos de frutos
tropicals apresentam um amargor apds seu processamento. O processo de eliminagéo do
amargor tem demonstrado, através do método em CLAE, também eliminagio do acido
ascorbico (UTZ et al.,1982).
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Trabalho realizado por EITENMILLER et al, (1977) com suco de “rabbiteye
blueberries” mostrou que a inativagfio das pectinases do fruto, seguida de pasteurizacio
UHT (Ultra-High Temperature) do produto armazenado durante seis meses, contribuiu para
90% de retencio da vitamina C a 4°C e 95% a temperatura ambiente.

3. METODOS DE DETERMINACAO DE VITAMINA C
3.1. Determinacio titulométrica

Hi muito tempo, procura-se estudar os pnncipios dos métodos aplicados a
determinacfio de vitamina C. Um estudo de revisio feito por GIELFRICH & BERNARD-
GRIFFITHS (1975) mostra algumas diferengas entre eles. No método quimico de Barakat,
ocorre a oxidagio quantitativa do acido ascorbico . O N-bromosuccinimida, em presenga

de iodeto de potassio e éter, libera 1, a partir de iodeto, o qual se dissolve na fase etérea,

dando lugar a uma cor marrom quando alcanga o ponto final da titulagéo.

Devido as interferéncias, causadas nos métodos de determinacgfio de vitamina C,
principalmente por compostos contendo enxofre, tem-se procurado evitar tal problema pela
precipitagio com sais e remogio do excesso do reagente com sulfito antes da determinagio
e enquanto o método esta se realizando. SRIVASTAVA & SING (1988) usaram o N-
bromosuccinimida na determinagdo de vitamina C por titulometria espectrofométrica em
amostras quimicas, farmacéuticas e biolégicas, ¢ os dados mostraram que essa substancia
foi eficiente no método porque ela reage com metionina, cisteina ou gluiationa, dando um

resultado mais seguro.

Entre os métodos desenvolvidos para determinar o acido ascorbico (AA) e o 4cido
dehidroascérbico (DAA), incluem-se a determinagio do DAA por condensagdo com 2.,6-
dinitrofenilhidrazina e determinagio do dcido ascérbico total (AAT), o qual inclui a
determinagio do &cido ascorbico e do acido dehidroascérbico por oxidagdo do AA e DAA,
e subsequente formacdo de osazonas. Tem sido também indicado o método fluonmétrico,
que utiliza a o-fenilenediamina para produzir uma fluorescéncia facilmente detectavel. Para
extratos vegetais muito corados também tem sido usado a ftitulagio com N-
bromosuccinimida (COULTATE, 1984).

16



Revisio Bibliogr_éﬁca

O metodo titulométrico usando o 2,6-diclorofenolindofenol (DCFY) tem sido muito
utilizado para determinagfio do acido ascorbico. O principio deste ¢ baseado na reagio de
oxi-redugdo e determinado pela mudanga decoloragdo do DCFL

A determinagio do 4cido ascérbicocom 2,6-diclorofenclindofencl (DCFI) tem sido
extensivamente usada, no entanto o objetivo do método apresenta limitagdes porque o
DCFI também reage com outros redutores, tal como cisteina e a glutationa, os quais podem
ser encontrados em fluidos biolégicos, ou com ferro(Il) que esta algumas vezes presente
nos produtos alimenticios (COULTATE, 1984). A presenca do grupo funcional sulfidrilico
presente no aminoacido cisteina ¢ na glutationa concorrem para a oxidaciio o0s quais
interferem neste método titulométrico (SRIVASTAVA ¢ SING,1988),

Em produtos citricos, 0 método mais comum é o de titulacfio descrito pela
AOAC(1980) com indofenol. Embora seja simples e facil apresenta duas principais
desvantagens: pouca especificidade e estd sujeito  a interferéncias (PACHLA et
al.,1985).0 método titulométrico com DCFI embora seja popular e simples para
determinagdo de vitamina C apresenta também desvantagéns quando a amostra contém
outras substincias redutoras tais como redutonas, pigmentos da planta, certos ions
metalicos, taninos, além de compostos que apresentem grupos sulfidrilicos (SABHAZ &
SOMER,1992; SALUNKE et al.,1991; NAGY et al.,1977). Apesar de toda especificidade,
nechum procedimento tnico é capaz de evitar todas as interferéncias dessas substincias
(COULTATE,1984; SRIVASTAVA & SING, 1988).

3.2. Determinacio por eletroforese

A determinagfio de vitamina C por eletroforese de zona capilar oferece um recurso
muito vantajoso porque hd separagiio de substincias idnicas. De acordo com CHIARI &
NESI (1993), por esse método as substincias sio separadas de acordo com sua mobilidade

eletroforética liquida sob a influéncia de um alto campo potencial. O método permite uma

rapida determinac8io do dcido ascérbico e acido ascérbico total, baseado no principio de que

a homocisteina reduz completamente o 4cido dehidroascérbico a 4cido ascérbico.

CHIARI & NESI (1993) determinaram a vitamina C em suco de laranja,
comparando os métodos por eletroforese de zona capilar, sob polaridade reversa (catodo

para porte de injecdo e anodo para detecgdo ) e por CLAE. Neste foi usada coluna
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empacotada com esferas de Erbasil NH2 de Sum de didmetro, fase mével constituida por
metanol-0.25% KH,PO, (como tampdo a pH 3.5) (1:1 vv), sistema isocratico que separou
eficientemente o 4cido ascérbico. Os dados indicaram que os dois métodos apresentaram
resultados semelbantes; por eletroforese de zonma de capilaridade o 4cido ascorbico
apresentou uma retengfio de 4,722 min quando reagiu com DI-homocisteina, enquanto em
CLAE o tempo foi de 8,718 min. Os autores concluiram que o método de eletroforese por
capilaridade de zona proposto para determinar a vitamina C total ¢ simples e requer um
minimo de preparagiio de amostra, além de ser um bom método. Qutra vantagem do método
¢ que ele mede o acido ascorbico diretamente, eliminando a necessidade de solventes

orgnicos e colunas cromatograficas dispendiosas.
3.3. Determinacio por cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

Alguns métodos por CLAE foram descritos para determinagio do acido ascérbico
total, baseado em detectores de ultravioleta, fluorimétricos ou eletroquimicos DENNISON
{1981); JORGENSON & LUCACS(1981); MACRAE (1990); CONCHA et al (1998).

PACHLA et al. (1985) relata sobre diferentes métodos para determinacfio de
vitamina C em varios produtos, focalizando os procedimentos espectrométricos,
eletroquimicos, enzimatico e cromatograficos. No mesmo estudo, os autores mostram que o
meétodo por CLAE oferece um potencial meio de separagfo rapida ¢ é especifico para
vitamina C. Ela pode ser cromatografada com colunas microparticuladas de trocas de
dmions, ou com pareamento iénico. Entretanto, a cromatografia em fase reversa usando

cyano, amino ou colunas de C1g € a mais preferida.

LEE & COATE (1987) desenvolveram um método simples e especifico de
cromatografia liquida para vitamina C em sucos citricos. A amostra de suco preparada
antecipadamente foi injetada numa aliquota de 10ul na coluna Zorbax, do mesmo modo
que o padrio. A vitamina C foi eluida isocraticamente com 2% KH>PO4( pH 2,4 ) ¢ um

fluxo de 0,5ml/min - O eluido foi monitorado pelo UV a 245nm. A média de recuperagio
de vitamina C foi acima de 96% dos niveis testados com um coeficiente de variagiio
de1,64%. Segundo os autores, a precisdo do método de CLAE foi excelente, estimado pelo
coeficiente de variagio do tempo de retengdo, fator de resposta ¢ % de recuperagfio. Na

quantificagio, o acido quinico foi usado como um padrfio intemo para compensar o efgito
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de menor variag#o nos pardmetros de separago. Nesse trabalho os sucos de laranja e de
uva nfo apresentaram coeluentes ou compostos estritamente eluentes que interferissem na

detecgdo do UV a 245nm.

Muitos autores concordam que a vitamina C softe uma auto-oxidagdo em solugdo,
catalizada pela presenca de cobre. J4 que 0s sucos citricos contém naturalmente cobre
(menos que 0,01% das cinzas) e ferro (menos que 1% das cinzas), ( NAGY,1977 ), € de se
esperar um efeito catalitico do metal sobre a auto-oxidaglio da vitamina C. LEE &
COATES (1987) ao estudarem quanto a estabilidade da vitamina C em diferentes

condi¢des, verificaram diferengas significantes (p[10,05) na retencao de vitamina C entre as

amostras controle e aquelas testadas com quelantes de metais (4cido metafosforico e
EDTA). Embora a estabilidade da vitamina C, na presenca dos dois quelantes de metais,
tenha sido semelhante nas condigbes testadas , o dcido metafosforico & mais usado porque
ele tem a habilidade de precipitar as proteinas e inativar as enzimas oxidases (ROE, 1967).

Ao comparar 0 método de CLAE com o descrito pela AOAC(1980) por titulagiio do
indofenol, LEE & COATES (1987) mostraram valores semelhantes entre os dois métodos
para a maioria das amostras, verificadas pelo coeficiente de variagio. Somente oito
amostras apresentaram valores levemente maiores para o0 método da AOAC em relacdo ao
CLAE. Os autores explicaram que tais resultados deve-se ao fato de que o método
titulométrico, por ser visual, incorra na dificuldade de se determinar o ponto exato de
viragem nas amostras coloridas. Semelhantes resultados foram também observados no
trabalho realizado posteriormente por HOARE et al. (1993), a0 determinar o teor de
vitamina C total em suco de laranja, modificando o método de titulagio descrito em seu
trabalho. Os dados obtidos por este método foram confirmados pelo CLAE com uma
recuperagdo de aproximadamente 99%. A resposta do detector em CLAE foi linear na faixa
de 1-100 mL/1.

WIMALASIRI E WILLS (1983) usaram uma coluna amino no método de CLAE
com detecgio espetrofotométrica. Eles mediram os teores de acido ascorbico (AA) e acido
isoascorbico (IAA) com boa sensibilidade, porém obtiveram uma resoluciio parcial nas
amostras em alimentos. COUSTARD & SUDRAUD (1981) conseguiram obter uma

quantificagdio seletiva de AA e IAA usando uma fase reversa de ion pareado no sistema de
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CLAE, cuja fase mével constituiu-se de uma solugfio de metanol-4gua e brometo de

hexadeciltrimetilamonia.

ZAPATA & DUFOUR(1992) trabalharam com amostras de laranja in narura, na
forma de suco, Kiwi e tomate fresco,bebida e tablete de acido ascorbico. Eles usaram um
sistema semelhante de CLAE dos autores anteriormente citados, mudando porém o brometo
por 5nM cetrimida ¢ 50nM fosfato de potassio dihidrogénio, com pH final do eluenie a 4,59
e fluxo de 1,8mL/min a temperatura ambiente. Como as retencdes do AA e IAA sio
principalmente determinadas pelo mecanismo de fon pareado, a eluiglio desses compostos
sdo influenciados pela forca idnica e caracteristicas lipofilicas do eluente. Nas condigdes
dessa investigaco, tanto o AA quanto o IAA tiveram um tempo de retengéo reduzido, com
uma concentragio aumentada do fosfato; o tempo de retenglo reduziu drasticamente,

enquanto 0 DHAA (écido dehidroascorbico) teve um leve aumento.

No mesmo estudo, usando coluna Cyg, as amostras foram pretratadas para remover

os compostos hidrofébicos. Os resultados, entretanto, indicaram que o pretratamento de tais
amostras niio afetaram a analise quantitativa do DHAA, AA e [AA Os dados mostraram
que a aplicagio deste método para amostras de alimentos e bebidas apresentam limites de
detecciio adequados, boa reprodutibilidade e especificidade com interferéncias néo
aparentes de outros constituintes, Nesse estudo, o DHIAA (acido dehidroisoascorbico) nde
foi detectado, sugerindo que sua resolugiio deva exigir o desenvolvimento de outros

sistemas.

HOARE et al. (1993), tentaram determinar o teor de acido ascorbico por CLAE,
usando coluna C1g e fase mével constituida de metanol-dgua-dcido acético. Néo obtiveram
sucesso devido a insuficiente retenc¢do do dcido ascdrbico ¢ instabilidade na linha de base.
Modificando a fase mével por metanol-acido citrico, a retengéo melhorou, embora outros

componentes do suco de laranja tivessem interferido.

Devido a problemas de absor¢dio nio-especifica com detectores de ultravioleta,
foram desenvoividos métodos com detectores eletroquimicos, os quais oferecem aumento
substancial, tanto na sensibilidade quanto na seletividade quando comparado com ultra -
violeta. Para estudar a eficiéncia e a estabilidade na determinagfo de vitamina C, DAILY
et al. (1991) conectaram uma célula eletroquimica em séric com uma coluna de CLAE (
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PL-SAX, 1000A° 8uM,150MM X 4.6 MM) e um detector UV/VIS a 251nm, ¢ as amostras
foram passadas através de um uma placa contendo um sistema de enzima empacotada,
através do qual o dcido ascérbico € removido pela enzima ativa.

Os resultados deste trabalho mostraram que o eletrodo foi utilizado para realizar
500 andlises sem necessidade de limpeza, o que & vital para os métodos de CLAE. O uso de
DTT (Dititreitol) para redugio do acido dehidroascérbico a acido ascorbico sem separagio
por CLAE, tem produzido resultados falsos devido a diminui¢io na concentragio de DTT
em mais de 8% ao passar pela placa de enzima ativa. Os autores sugerem que isto deva ser
causado pela absorgdio nio-especifica do DTT pela enzima ativa. Nesse sistema, a enzima

imobilizada permaneceu ativa por 6 meses quando armazenada a 4°C entre as analises.

Procurando eliminar interferéncias de outros constituintes de amostras de alimentos
na determinagéo de vitamina C, KIM (1989) desenvolven o método de cromatografia por
Exclusdo de fon com detecgdo eletroquimica (IEC-EC). Os resuitados mostraram que o
método pode servir para determinar vitamina C total, desde que o 4cido dehidroascorbico
seja reduzido e outros agentes redutores sejam eliminados. Nesse estudo, a redugéio pelo
DTTAEC-EC foi linear em relagio 4 quantidade de vitamina C presente na amostra. Houve
boa separagdo do acido ascérbico e DTT porque ambos sdo eletroativos no potencial
aplicado no método, apresentando diferentes tempos de reten¢do. O presente método,
portanto, foi indicado para determinar vitamina C total, mas nfo para o a&cido
dehidroascorbico. Sua determinagio por diferenca est4 sujeita a erros, uma vez que este
ultimo 4cido € rapidamente convertido para outros produtos de degradagdo, quando ele é

formado & partir do 4cido ascorbico.

Para KiIM (1989), uma das vantagens do método IEC-EC para determinacio da
vitamina C sobre outros métodos indicados pela AOAC ¢ devido sua rapidez, alta
sensibilidade, e especificidade, além de ser aplicavel a varios alimentos e bebidas, e ndo

requerer pré-coluna ou derivago de pos-coluna.

NISPEROS-CARRIEDO et al. (1992) separaram o 4cido dehidroascérbico e dcido
ascorbico por CLAE, acoplando colunas de 4cido orginico e fase reversa. Somente a
coluna de fase reversa mostrou uma separagio veloz , todavia ambos os acido
dehidroascérbico e o 4cido oxalico eluitam em 3 minutos. A separagiio com a coluna de

acido orgénico foi longa; o 4cido ascérbico co eluiu com o 4cido mélico em 13 minutos.
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Segundo as analises espectrais reveladas, a eluicdio padrio das colunas conectadas em série
foi melhor do que as individuais. Segundo esses autores, a detecgiio do acido
dehidroascorbico requer um procedimento mais complicado porque, além de sua

absortividade ser extremamente baixa no UV, ha co eluigio de substincias interferentes.

3.4, Outros métodos

s

Qutro método interessante proposto para s¢ determinar a vitamina C ¢ a
"colorimetria potencial controlada”. Este método € baseado na reduc@io completa do 4cido
dehidroascorbico para acido L-ascorbico. No método espectrofotométrico, tal reducgio
ocorre na presenga de agentes redutores contendo grupos SH como a homocisteina e
ditiotreitol, podendo-se, desse modo, medir diretamente o acido L-ascérbico. Entretanto,
tais agentes redutores sdo eletroativos na mesma faixa potencial da eletrooxidagdo do 4cido
L-ascorbico; desse modo a deteclio eletroqufmica de tal 4cido pode sofre interferéncia

pelo excesso desses agentes.

Com base nesses principios UCHIYAMA et al. (1991) determinaram vitamina C
pelo método seletivo de biocolorimetria, convertendo o ditiotreitol usado na reagiio para
um complexo totalmente eletroinativo através do N-etilmaleimida, uma vez que ambos
(dititreitol ¢ acido ascorbico) séo igualmente eletroativos na mesma faixa potencial. Nesse
estudo, os resultados mostraram que o tempo de eletrélise do acido L-ascorbico produzido a
partir do 4cido dehidroascérbico foi abaixo de 15 seg. ¢ a eficiéncia da corrente foi proxima
a 99% com 2% de desvio padrio relativo. Os autores confirmaram que € possivel uma

determinacfo separada do acido dehidroascérbico e 4cido ascorbico através deste método.

No mesmo estudo, comparando-se o método colorimétrico com o método
espectrofotométrico, os resultados obtidos (1,6 e 0,9 mg/100g) mostraram que ambos os
métodos sio iguaimente bons, exceto quando o acido dehidroascarbico se apresentar em
pequenas concentragdes. Segundo os autores, estas discrepdncias na baixa concentragio
entre os métodos podem ser causadas principalmente pela baixa precisio do método
colorimétrico. Todavia, uma maior concentragio do acido dehidroascorbico (maior que
5mg/100g) poderia obter uma precisa determinagio colorimétrica deste 4cido. Uma das
vantagens descritas ¢ de que o tempo para desenvolver o método € bastante rapido (menos

que 10 min) gquando comparado com a espectrofotometria convencional ¢ cromatografia
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liquida; outra vantagem ¢ poder ser aplicado em outras substincias como urina, ¢ bebidas
naturais e artificiais.

Relatos feitos por SAHBAZ & SOMER (1992) consideram a anglise polarografica
como um método especifico para dcido ascérbico. Uma inspegiio da corrente anddica
indicaria a presenga de materiais interferentes. No entanto as principais limitagdes da
polarografia seria sua sensibilidade relativamente baixa, limitada voltagem anédica do
eletrodo de mercirio ¢ interferéncias causadas pelas altas concentragbes de cloretos ou
1i01s.

Os cétions metilicos, especialmente o Fet3 ¢ o Cyt+2 . Catalisam a oxidagiio da
vitamina C. Em funcfio desse fato, na fase preparativa da analise de vitamina C, ¢ usado o
EDTA. por alguns investigadores (GOWDA & GURUMURTH, 1984; HOARE et al.,1993;
KIM,1989; LEE & COATES, 1987) por considerar que este complexa o cobre e,
consequentemente, inibe a oxidagio. Por outro lado, 0 EDTA presente na amostra em
solucdo, nfio permite que o 4cido ascérbico seja polarografado facilmente, porque uma
segunda onda polarografica, considerada como meia-onda potencial, é formada entre —02e
+0,1V (geralmente em tomate ¢ algumas vezes em laranja) devido & presenga de glutationa
(SAHBAZ & SOMER (1992). Estes autores afirmam que o método pode ser usado para
determinacao do acido ascérbico por ser especifico, rapido ¢ aplicavel para solugdes

altamente coloridas, inclusive em frutos e vegetais.

Método por titulagio espectrométrica com o-diacetoxyiodobenzoato (0-DIB) &
baseado na oxidagio da vitamina C a pH neutro, € usa o leuco-2,6-diclorofenolindofenol
com iodeto de potassio como indicador. O ponto final ¢ dado pela cor azul, caracteristica da
forma oxidada do indicador. E precisa, estavel e reproduzivel. A reagdo do o-DIB com
vitamina C em pH neutro € rapida, mas como a reagéo com iodeto € lenta, forma-se o iodo
¢ este oxida o DCFI (dicloroferolindofenol). E necessario, portanto, titular a solugio da
amostra lentamente para localizar o ponto de viragem correto ( GIELFRICH &
BERNARD-GRIFFITHS,1975).

Para solucdes contendo de 9 - 44 pg de vitamina C, o ponto final da titulacio
mostra ser detectado espetrofotometricamente. Nas amostras contendo ferro(Il), o

indicador /euco-indofenol tem fornecido erros positivos, possivelmente devido & reducéio
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do pigmento quinona, mas o amido-iodeto como indicador promove um ponto final correto
¢ estavel. Para a andlise, € necessdrio fazer uma solucdio de 0-DIB como indicador branco
(SRIVASTAVA & SINGH, 1988).

Misturas de acido ascérbico com cisteina ou glutationa t8m sido analisadas pelo
titulagdo da mistura, baseada nas reagles dos compostos sulfidricos. Aminoacidos
sulfurados, tais como cisteina e glutationa, interferem quantitativamente ¢ podem ser
mascarados pela cianoctilagdo; o produto cianoetilado ¢ metionina também pode ser
determinado com o-DIB na presenga de brometo de potassio acidificado com o vermelho
de metila como indicador (COULTATE,1984; SRIVASTAVA & SINGH, 19883).
Hidréxido de sodio, metoxido de sddio ou solugdo de hidréxido benziltnmetilamonia, os
quais sdo extensivamente usados como catalizadores em cianoetilagio, tém mostrado
destruir a vitamina C e ndo estdo sendo usados. No tampdo fosfato de pH 6 - 75 a
cianoetilagio do grupo sulfidrilico € completa e nfio tem efeito sobre a vitamina C.
(SRIVASTAVA & SINGH, 1988).

A determinagfio titulométrica direta com ¢-DIB realizada em diferentes amostras,
foi precisa em tampao fosfato de pH 6 - 7.5. A oxidagéo do iodeto pelo 0-DIB a pH 6-7 foi
mais rapida do que a pH 7, no entanto o indofenol oxidado torna-se cor de rosa na forma
acida € da um ponto de viragem pouco distinto. O o-diacetoxiodobenzoato (0-DBI) mostrou
ser o melhor reagente analitico da série do iodo porque possui as qualidades do o-
iodosobenzoato (SRIVASTAVA & SINGH, 1988 )

Tiosulfato, sulfitos ¢ hidroquinonas presentes nas amostras, mesmo em pequenas
quantidades, interferem na determinacio da vitamina C (SALUNKE et al., 1991 ) Como
estes reagem quantitativamente, eles podem ser determinados juntos com o-DIB

(SRIVASTAVA & SINGH, 1988).

Os valores dos titulos variam de um conjunto de titulagdes para outra de maneira
niio reproduzivel, quando tituladas com iodo ou qualquer agente oxidante que seja usado na

presenga de iodeto de potdssio ou brometo de potissio (NAGY et al,, 1977)

O método espectrofotométrico tem sido empregado para determinar vitamina C em

drogas, frutas e leite bascado na oxidagfio da vitamina C medida através da absorvéncia.
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SARKAR & SARKAR (1994) determinaram a vitamina C pelo método
espectrofotométrico usando dicromato de potdssio em meio 4cido sulfiirico 9 M. Eles
consideraram varios parimetros, tais como concentragdo do 4cido, temperatura e tempo
sobre os dados de absorvincia. Os resultados mostraram que a absorvincia aumentou
gradnalmente com o aumento da concentragao de cido sulfiirico e foi obtido o MAXImo a
uma concentragio de 9 M. Com o aumento da temperatura, aumentou a absorvancia
lentamente até 60°C, a partir daf aumentou rapidamente sendo observado o maximo a 80°C.

O tempo para alcangar a absorvancia maxima ocorren dentro de 10 minutos,

O método, entretanto, €& limitado para amostras que contenham substincias
Tedutoras, tals como compostos sulfidricos, redutonas e ferro (SALUNKE et al.,1991;
SAHBAZ & SOMER,1992). Para contomnar tal problema, alguns métodos preferem tratar
as amostras com 2,4-dinitrofenithidrazina (DNPH). No entanto a reagdo deste composto,
segundo ROE (1967), pode ser afetada pela presenga de aldoses e 4cido glucordnico,
quando for utilizada a uma temperatura acima de 37°C. |

Na busca de um método quantitativo simples, rapido e eficiente, KIRK & TING
(1975) modificaram o método PDA (o-phenilenediamina), proposto pela AOAC (39061)
para determinar o 4cido dehidroascérbico e acido ascérbico total, baseado em um teste
fluorimétrico usando andlise de fluxo continuo. A modificagiio do método consistiu em
subs\tituir 50p1 2,6-diclorofenolindofenol (DCP) a 0,2% por Norit (carbono ativado) como
agente oxidante(AOAC, 1980 ). O excesso de DCP foi reduzido pela adigdo de 30ul de
tiouréia a 3,0%. Os autores consideraram que a tiouréia previne a descoloragiio durante a
transmiss&o da fluorescéncia. No procedimento automatizado, foram também estabelecidas
algumas mudangas, descritas em seu trabalho. A partir de uma curva padrdo, as
concentragdes de acido dehidroascérbico (DAA) e 4cido ascérbico total (TAA) foram
calculados pela seguinte equagio:

ﬂuorescencxla da amostra - branco x faitor de diluigéo X100 = £8C/100g
fluorescéncia 1ug vitamina C/ml  umidade da amostra

Os resultados desse estudo indicaram que o método fluorimétrico de fluxo continuo,
modificado por KIRK & TING (1975) para determinar o DAA e TAA, foi comparavel aos
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métodos da AOAC com uma diferenca de menos de 1% nos valores de acido ascérbico
reduzido entre o procedimento manual € o automatizado. Contudo, este Gltimo representa
maior rapidez analitica sem afetar a preciséio e exatiddo do método fluorométrico descrito
pela AOAC.

Titulagio do acido ascérbico em tabletes de vitamina C foi determinada com
Bromamina -T (BAT) por GOWDA & GURUMURTHY (1984), cujo indicador foi o
Naftidina ou 3,3'-dimetilnaftidina . Fles encontraram 87,64 mg de agentes redutores, cujo
ponto de viragem de cor foi determinado pela coloracfo violeta reversivel. De acordo com
esses autores, a titulagéo visual dos redutores na faixa de acidez estudada, os indicadores ¢

brometo de potassio levaram a um ponto de viragem prematuro ou muito retardado.

4. ANTOCIANINAS
4.1. Estrutura quimica das antocianinas

As antocianinas sio fendlicos glicosilados que pertecem a classe dos compostos
flavondides, cuja unidade estrutural apresenta 15 carbonos. Diferem dessa classe por
apresentarem-se coloridos. S#o encontrados freqientemente em flores e frutos,
responsaveis por sua coloragéo.

As antocianinas sio os glicosideos das antocianidinas, cujo micleo bisico € o
cation flavilium (Fig.1). As antocianidinas diferem entre si no numero de grupos hidroxilas
presentes na molécula e pelo grau de metilagio desses grupos. Nas antocianinas, a natureza
¢ 0 niumero de agtcares, bem como de é4cidos ligados na posigdo 3 e 6 dos agucares,

constituem as diferencas individuais (GUEDES, 1993).
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FONTE: MAZZA E BROUILLARD (1987)

FIGURA 1. Estrutura do nticleo basico do cation flavilinm

As antocianidinas que ocorrem como agliconas na natureza, das quais algumas sfio
importantes fontes de corantes para alimentos, estdo apresentados no Quadro 4
(TIMBERLAKE, 1980 e MAZZA & BROUILLARD, 1987). Seis delas sio mais
importantes na 4rea de alimentos e ocorrem com maior freqiiéncia: pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, malvidina e petunidina (FRANCIS, 1989, MARKAKIS,
1982)

A molécula de antocianina ¢ esterificada em uma ou mais posi¢des por aglcares
(mono ou dissacarideos ) acilados ou nfo, conferindo estabilidade ¢ solubilidade a glicona,

ou antocianidina. As antocianinas sdo soltveis em agua e a acidez influi na cor, POT causar
mudangas na estrutura (TAKAHASHI, 1987).
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TABELA 4. Estruturas de antociaminas de ocorréncia natural

Sal de Flaviliun Substitui¢do (R) Cor

3 5 6 7 3 4 5
Apigenma (Ap) H OH H OH H OH H laranja
Luteolinidina{¢lty H OH H OH OH OH H laranja
Triacetidina(Try H OH H OH OH OH OH vermetha
Pelargonidma(Pg) OH OH H OH H OH H laranja
Anrantidma(Ary OH OH OH OH H OH H laranja
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH OH H laranja-averm.
5-metilcianidina OH OMe H OH OH OH H laranja-averm.
Peonidina (Pn) OH OH H OH OMe OH H vermelha
6-hidroxicianidina OH OH OH OH OH OH H vermelha

Delfinidina(Dp) OH OH OH OH OH OH  vermelhaazulada

Petunidina(Pt) OH OH OH OMe OH OH  vermelha azulada
Malvidina (Mv) OH OH OH OMe OMe OH  vermelha aznlada
Puichelidina (Pl) OH OMe OH OH OH OH  vermelha azulada

Enopidina (Ep) OH OMe OH OMe OH OH vermelha azulada

Capensinidina (Cp) OH OMe OH OMe OH OMe vermetha azulada

n oS« -« = S « S« s« « o o

Hirsutidina (Hs} OH OH OMe OMe OH OMe vermelha azulada

FONTE: Adaptado de (TIMBERLAKE, 1980 e MAZZA & BROUILLARD, 1987}

4.2, Determinaciio das antocianinas

As antocianinas sio compostos relativamente complexos, € sua inerentc
instabilidade e grande diversidade, atribuida a um numeroso grupo de constituintes que
podem atacar a aglicona, faz com que sua andlise seja uma tarefa dificil e complexa. O

desenvolvimento de métodos quantitativos € qualitativos tem sido um grande desafio para
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os pesquisadores. O uso da CLAE tem aumentado substancialmente, devido a alta
resolugio para pequenas quantidades (microgramas) de antocianinas, sem necessidade de
extensiva purificacio.

As técnicas analiticas, desenvolvidas para estudos de antocianinas, poderiam assim
desenvolver um padréio no controle de qualidade e programas de qualidade de seguranga
em adicdo ao desemvolvimento do produto. Elas produzem um meio pelo qual a
estabilidade e a analise dos produtos de antocianinas pode ser monitorada, fornecendo vital
informagfo quanto i natureza e reatividade desses pigmentos no complexo sistema de
alimento (JACKMAN et al., 1987a; JACKMAN et al., 1987b).

Ha muito tempo vem sendo desenvolvido métodos voltados para a caracterizagio e
identificacdio das antocianinas (FULEKI & FRANCIS, 1968a.; FULEKI & FRANCIS,
1968b, PETTIPHER, 1986; BAKKER & TIMBERLAKE, 1997). Diversos métodos de
analises desses compostos s#o reportados por LEE (1992). A estrutura das antocianinas
pode ser elucidada com emprego de CLAE-espectrometria de massa ¢ H-NMR
espectroscopia (MACCARONE et al.,1998), com uso de CLAE em fase reversa ¢ com
detector de espectro de fotodiiodo (VERSARI et al., 1997), cromatografia de fase-reversa
com ion pareado (PENA et al 1997). Todos os métodos, porém, envolvem medidas
altamente importantes a partir da preparagdo da amostra ¢ sua extragio, para que os
resultados sejam satisfatoriamente interpretados.

4.3. Antocianinas come corantes naturais

As antociaminas sfo compostos conhecidos por sua instabilidade quando sujeitos ao
calor ou longo armazenamento, A pigmentagéo, ou coloragio de alimentos, tem sido
considerado como fator inicial e primario sobre a aceitabilidade do produto. Para usar
frutos pigmentados com antocianinas, torna-se importante que seus produtos processados
sejam feitos a partir de matéria prima de alta qualidade, isto ¢, que contenham uma relativa
concentragdo do pigmento.

Na legislacdio brasileira nfo h4 limites para emprego de corantes naturais. Como os
alimentos s&o na maioria uma mistura complexa, nem sempre € ficil extrair e identificar o
corante ( LARA, 1984 ).
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Amostras de antocianinas de rabanetes vermethos, extraidas com nitrogénio liquido
do tecido epidérmico seco e parcialmente purificadas usando mini-coluna C;z foram
usadas como corantes naturais em cergjas “Maraschino” branqueadas € em calda. Os
resuitados mostraram um efeito protetor na estabilidade da cor, semelhante & aparéncia das
cerejas controles, colotidas com o corante sintético (FD&C Red N°40), armazenadas por 6
meses a 25°C (GIUSTI & WROLSTAD, 1996).

Na produgéio de vinhos ¢ comprovado que as antocianinas sdo fundamentalmente
responsaveis pela diferenga de cor dos mesmos. De acordo com MAZZA(1995), a
guantidade ¢ a composi¢do de antocianinas presentes nas variedades de uvas vermelhas
variam com a espécie, variedade, maturidade, condigdes sazonais, area de produgfio e
quantidade de produg@o do fruto. Também as condi¢des de fermentacfio e envelhecimento
do vinho tais como temperatura, tempo, niveis de SO, e de alcool, afetam a concentragio

das antocianinas.

A prética de co-pigmentagfio tem sido indicada como altermativa para preservar a
cor dos alimentos. Neste caso existe uma tendéncia para utilizar cultura de antoclaminas a
partir de bioprocessos, como selegio de células, parmetros nutricionais e fisicos para

produgiio de amtocianinas, culturas em bio-reatores em escala industrial.

Investigagio com suspensdo de c€lulas de Vitis vinifera L. cultivar Gamay Fréaux
foi estudada por CORMIER et al. (1997). As células foram recuperadas por filtragio da
suspensdio ¢ extragdo com etanol-1%/acido férmico (85:15,v/v) a 5°C e evaporadas.
Diferentes corantes comerciais baseados em antocianinas foram usados. Foi utilizado
corante a partir de repotho vermetho, em liquido concentrado, € em po. A
termoestabilidade foi monitorada, usando uma aliquota de 3ml a pH 3,0, em cubeta
plastica, selada com parafina a 30°C e estocada por 35 dias € outra a 95°C em banho-maria
apos 15, 30 ¢ 60 minutos. A cor foi medida por meio dos parametros L a b. A degradagfo
das antocianinas ndo foi possivel ser monitorada pela absorvancia a 535nm em
espectrofotdmetro devide a formagio de compostos fendlicos oxidados marrons que séo

absorvidos no mesmo comprimento de onda.

Os resultados deste experimento mositaram que as antocianinas do repolho
vermelho foram mais estiveis do que da cuitura celular de uva. Os valores de croma
indicaram que o extrato de cuttura de célula foi semelhante a0 corante de repoiho vermeltho
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€ SUpErior aos outros corantes testados. A estabilidade da primeira foi atribuida 4 presencga
de antocianinas di-aciladas que, interagindo com o micleo flavilium, estabeleciam uma
copigmentacio intramolecular. As aniocianinas da cultura celular nio toleraram a
copigmentacio intramolecular, entretanto os autores indicaram sua incorpagio em
alimentos ¢ bebidas na faixa de pH de 3 a 3,5, usando processos onde o calor pode ser

evitado como, por exemplo, filtracio estéril,

Virias fontes de antocianinas para uso como corantes naturais sdo indicadas por
TIMBERLAKE (1980), reforgando sobre o aumento da cor e mecanismos de estabilizacio

para melhorar as caracteristicas desejaveis desses compostos como aditivos.
4.4. Potencial efeito biolégico das antecianinas e outros flavonéides

Néo ha informagdes precisas sobre a ingestdo diaria de flavonéides; somente poucas
estimativas existem na literatura. Nos EUA ¢ indicada uma ingesta didria de flavonédides de
1'a 1,1 g/dia, dependendo da estagio. H4, entretanto, diferentes estimativas de acordo com
o tipo de flavonodide. Além disso, o teor de polifendis em alimentos ¢ normalmente
subestimado porque as andlises omitem os polifendis insoluveis, os quais podem ser
quantitativamente mais importantes do que os flavonéides (HERTOG et al, 1993). A
ingesta didria de antocianinas nos EU.A, em 1571, foi estimada em 215 mg/dia no veriio e
180 mg/dia durante o inverno (KUHNAU, 1979) a estimativa exata de ingesta de
polifendlicos totais nfio estd disponivel na literatura.

O efeito de polifendis sobre os lipidios tem sido extensivamente estudado.
Polifendis soliveis ¢ taninos contribuem para o aumento da excrec@io de gordura fecal.
Aleém disso, efeitos hipocolesterolémicos tém sido reportados em dietas de animais
contendo polifendis, com aumento dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade
(colesterol-HDL) e reduzida concentragdes de lipoproteina de baixa densidade (colesterol-
LDL). Esta agfio hipocolesterolémica dos po]jfenéi.s dietarios é mediado por um aumento
do transporte reverso do colesterol e por reduzida absor¢io do colesterol intestinal e
aumento da excregio biliar. O exato mecanismo de ag3o, no entanto, nfo & conhecido
(BRAVO, 1998).

Os flavonoides e outros compostos fenélicos de plantas sdo atualmente reportados

extensivamente por seus multiplos efeitos bioldgicos, tais como atividade antioxidante
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(MAILLARD et al.,1996; LAPIDOT et al, 1998; TAMURA & YAMAGAMI, 1997,
OOMAH & MAZZA, 1996), aglo antiinflamatéria (MORONEY et al., 1988; LANDOLFI
et al., 1984) inibi¢do de placas aterosclerotica ( CINTRA & MANCINI FILHO, 1998),
atividade antimicrobiana (PRATT & HUDSON,1990) ¢ atividade antitumor (FORMICA &
REGELSON, 1995).

Alguns trabalhos sio reportados por TIJBURG et al. (1997) demonstrando a
importincia da ingestdo de flavondides em pacientes com fatores de riscos coronarios
elevados, como alta taxa de colesterol LD, hipertensdo arterial , diabetes e fumantes. Os
autores relatam que a ingestdo de cha preto “Earl Grey” (10ml/kg), equivalente a tr€s copos
para um humano, inibiu in vivo a atividade aterosclerética e preveniu a trombose coronéria
em cachorros. A despeito de maior atengfio aos estudos relacionados com o mecanismo de
agiio desses compostos para inibir a formagio de doengas vasculares. SCHRAMM &
GERMAN (1998) apresentam um vasto estudo sobre os mecanismos intrinsecos

relacionados ao poder inibidor ou minimizador dos efeitos supracitados.

A ingesta de alimenios que contém antocianinas tem sido recomendada por
favorecer a sande do homem nos diferentes aspectos. Poucos estudos séo relatados com
humanos, mas ha novas evidéncias da possivel presenga de antocianinas no plasma humano
(PAGANGA & RICE-EVANS,1997). Recentes estudos com antocianinas demonstraram
que esses compostos sio fontes em potencial para o metabolismo bioldgico e inibidores de
radicais livres (PALE et al., 1997; SATUE-GRACIA et al.,1997; TSUDA et al., 1994)

O “Paradoxo francds” ¢ caracterizado pelo fato de que habitantes de algumas
regides da Franga t€m menor taxa de doencas cardiovascular (DCV) a despeito do
consumo de altos niveis de acidos graxos saturados e colesterol, os quais séo positivamente
correlacionados com o tisco de DCV. Este paradoxo tem sido atribuido ao uso de
compostos n&o-alcodlicos, os fenolicos antioxidantes, muito abundantes no vinho tinto.
Tais compostos t&m efeito protetor ¢ preventivo da oxidag3o de LDL ¢ inibem a formagio
de placas aterosclerdtica. A quantidade significativa de antocianina do vinho tinto
favorecem sua poderosa atividade antioxidativa (LAPIDOT et al, 1998).
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4, 5. Estabilidade das antocianinas

Estudos sobre cultivares de uvas reportados por LAMIKANRA (1989) indicaram
que o aumento da concentragio de delfinidina em alguns cultivares & considerado
indesejavel devido a seu teor relativamente alto de fenol, que a torna menos estavel que
outras antocianinas. As antocianinas aciladas s&o relativamente mais resistentes ao efeito do
calor ¢ luz quando comparadas as antocianinas nfo aciladas. No entanto, a acilacio ndo
parece ser o fator mais importante para estabilizagio das antocianinas. Como indice para
selecdo de uma cultivar, pode-se considerar o teor relativo de diglucosideos ¢
monoglucosideos. Os diglucosideos sdo considerados mais estiveis e menos suscetivels ao
escurecimento durante o processamento € estocagem. Também foi reportado que ao
contrario de outros resultados, antocianinas nio-aciladas podem ser aplicadas aos sucos e

produtos de uvas esterilizados e/ou processados pelo calor.

O aumento do grau de acilagio da molécula permite maior estabilidade das
antocianinas. TEH & FRANCIS (1988) demonstraram que a substitui¢do do grupo acil das
antocianinas de Zebrina pendula e Ipomoea tricolor aumentaram a estabilidade no sistema
modelo de bebida. Estudos com Tradescantia pailida ( BAUBLIS et al. 1994; SHI, LIN &
FRANCIS, 1992 ; SHI, DAUN & FRANCIS, 1993) tém-na indicada como excepeional
fonte de corante natural porque suas antocianinas sfo altamente aciladas, A extraordinaria
estabilidade dessas antocianinas sdo atribuidas ao seu alto grau de acilagfio e substitui¢io
no anel B do croméforo, € co-pigmentacio intramolecular. Qutros vegetais sdo reportados
como potencial fonte de pigmentos naturais (PRICE & WROLSTAD, 1995 ).

Dependendo do processamento, a composigio das antocianinas pode sofrer
mudangas. GAO et al. (1997) produziram vinhos através de diferentes procedimentos. O
tratamento 1, cosnistiu de fermentagfio convencional a 20°C, o tratamento 2 foi 0 mesmo
mas a 30°C e tratamento 3 consistiu de corrida passiva livre do suco. Este ultimo foi tratado
no sistema HTST (90-95°C/lmin), premsado, filtrado ¢ reextraidos os pigmentos de
antocianinas e outros fenodlicos das uvas. A temperatura ¢ o °Brix foram monitorados
durante o processo de fermentagdo. Os autores concluiram que a temperatura de
fermentagéo de 30°C favoreceu a formagfo de antocianinas poliméricas e escurecimento o
do vinho. Apés a fermentagio, o teor individua! de antocianinas monoméricas diminuiu

gradualmente, enquanto as antocianinas poliméricas aumentaram. A antocianina
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monomérica foi a malvidina 3-glucosideo. No engarrafamento, as antocianinas
monomeéricas Tesiduais foram somente as fragdes da concentragio inicial, € o teor total de
antocianinas poliméricas alcangou niveis maiores. Os autores sugeriram investigar a
natureza quimica das antocianinas poliméricas e o mecanismo de sua formagéo durante a
vinificag#o. '

4, 6. Fatores de degradaciio das antocianinas

As antocianinas sio facilmente influenciadas pela propria estrutura quimica, pela

temperatura, pH, oxigénio, luz, presenca de {ons metalicos como cobre e ferro, e outros.

Quando o pH de uma solugfo de antocianina esta abaixo de 3,0, a colorago € mais
intensamente vermetha. Bm pH na faixa de 4,0 2 50, a coloragio vermelha tende a
desaparecer. Valores maijores de pH levam as antocianinas a apresentarem uma coloragio
azulada e apés a estocagem ou aquecimento, tornam-se amareladas (MAZZA &
BROUILLARD, 1987; STRINGHETA, 1991).

Em solugo aquosa 4cida podem existir quatro formas estruturais de antocianinas
em equilibrio: a base quinoidal A (azul), o cation flavilium AH" (vermelho), a pseudobase
ou carbinol B (incolor) ¢ a chalcona C (incolor). A forma AH" é a mais importante € mais
estavel (FRANCIS, 1992). Desse modo, pensar na estabilizagio de cor das antocianinas
passa pelo estudo de manutengdo da forma AH" que é dependente do pH.

De acordo com STRINGHETA (1991) as variagdes de pH € a incidéncia de luz sdo
os fatores que mais contribuem para a degradacéo da cor das antocianinas, e a associago
luz-oxigénio favorece ainda mais essa degradago. Independente do pH, na auséncia de luz
e em atmosfera de nitrogénio, ocorre a degradacdo das antocianinas, mostrando existir um
mecanismo que ndo necessita de luz. Nos experimentos de GUEDES (1993), o fator mais
destrutivo para as antocianinas € antocianidinas foi a luz, em pH 2,0 comparativamente ao
pH 1,5. A pelargonidina foi mais instavel do que a delfinidina, mesmo na auséncia de luz,
calcrlados pelo tempo de meia-vida. JURD (1972) demonstrou que a quebra do pigmento
é fortemente afetada pela agiio fotoquimica

O aumento da acidez tem um efeito protetor na estabilidade do pigmento. Os
valores de temperatura e pH apresentam um grande efeito na taxa de perda dos pigmentos
antocianicos (SILVA, 1996; GUEDES, 1993). Além disso, © furfural e o
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hidroximetilfurfural, que s3o compostos tipicos da degradagio de aglcares, aumentam a
taxa de perda do pigmento, e esta aceleraciio ¢ diretamente dependente da temperatura e
mais pronunciada em sucos de frutas (DEBICKI-POSPISIL et al., 1983).

Estudos com geléia de framboesa vermelha realizado por GARCIA-VIGUERA et
al. (1998), consideraram a temperatura de processamento ¢ de estocagem como o principal
fator responsavel pela perda do teor e da cor das antocianinas. Foi concluido que ataxa de

degradagdo das antocianinas aumenta & medida que aumenta a temperatura.

Ha décadas, os estudiosos ja investigam a participacio do 4cido ascorbico na
degradaco das antocianinas. SONDHEIMER & KERTESZ,(1953) verificaram que a
adi¢Bo de 4cido ascorbico em sistemas modelos contendo pelargonidina, obtida a partir de
suco de morango, produzia uma répida descoloragio, acompanhada de rapida oxidacgio do
acido ascorbico. Os autores, entfio, investigaram dois caminhos: no primeiro, um sistema
anaerobico contendo 50 mg de écido ascérbico/100ml, a perda das antocianinas foi
significantemente diferente daquela observada em solugfo aerada sem acido ascorbico.
Apos estocagem a 30°C por 160 horas, a perda dos pigmentos foi de 6% e 4%,
respectivamente, demonstrando que a deterioracfio das antocianinas foi atribuida ao acido

ascorbico.

No segundo sistema, os autores SONDHEIMER & KERTESZ (1953} adicionaram
0,1% de tiouréia (agente complexante de metal wusado para diminuir o ion CUprico
catalizado e oxidacfio aerdbica do 4cido ascorbico). A tiouréia na auséncia do scido
ascorbico néo demonstrou efeito na taxa de destruigfio das antocianinas, mas diminuin a
taxa de oxidagdo do é4cido ascorbico e reduziu a taxa de descoloragio do pigmento. Foi
verificado que o espago livre da embalagem tem um efeito indesejavel sobre a estabilidade
do pigmento. Também foi concluido que a perda de cor niio ¢ devido 2 direta oxidagio do
pigmento pelo ar, ja que a pelargonidina 3-monoglucosideo ¢ nitidamente estavel a pH 3,4
quando em contato com ar.

Relatos de sistemas modelos a pH 2,8, com antocianinas de “cranberry” e 4cido
ascorbico mostraram rapida degradacio dos pigmentos. Durante um periodo de 72 horas, a

taxa de oxidagdio aumentou em média 34% quando comparado a solugdo pura de acido
ascorbico sem antocianinas. (SHRIKHANDE e FRANCIS, 1974).
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STARR & FRANCIS, 1968, estudaram a estabilidade de pigmento antocidnico de
“cranberry” submetido a tr€s concentragtes de acido ascorbico e trés niveis de oxigénio no
“head-space™. Foi constatado que quanto maior o nivel de oxigénio e de acido ascérbico

presentes nas amostras, mator a perda do pigmento.

Existe um consenso de que o acido ascorbico tem um efeito extremamente
importante na degradagdo das antocianinas, provocando a perda de cor ¢ induzindo ao
escurecimento. Esse escurecimento pode ser devido a formagéio de pigmentos poliméricos
marrons, ou produtos de degradagio dos pigmentos (POEI-LANGSTON e
WROLSTAD,1981; CONCEICAQ, 1997); foi sugerido uma reagiio de condensacfio entre o
acido ascorbico e as antocianinas, no qual os produtos dessa condensaciio s80 instavels €
degradam-se em compostos incolores (FGARCIA-VIGUERA et al.,1998; DARAVINGAS
& CAIN,1968; SANTINI JR. & HUYKE, 1956), como também a interago de acido
ascorbico € oxigénio mediada por H;O,, onde o perdxido € conhecido por descolorir
antocianinas (FRANCIS, 1989, SHRIKHANDE & FRANCIS, 1974).

Ao contrario desses relatos, TAYLOR (1989) nfo encontrou significante correlagio
entre as concentragdes de acido ascorbico e acidez titulavel ou qualquer outro parimetro da
‘qualidadc do suco de “blackcurrant” (Ribes nigrum). A relagdo delfinidina/cianidina nfo foi
significantemente correlacionada com algum paradmetro de cor do suco. Houve aumento na
relacio de absorvincia (530 e 430nm) com visivel escurecimento da cor dos sucos.
FULEKI & FRANCIS (1968a) sugeriram que os produtos de degradagfio responsaveis pelo

escurecimento tem sua absor¢io na regido de 400-430nm.

Para avaliar a degradagBo das antocianinas em presen¢a de acido ascoérbico, em
sisternas modelos, foi verificado que independente da presenga do 4cido ascdrbico, sucos
frescos de uva apresentaram mudanca na sua aparéncia, acompanhada de um aumento da
intensidade de escurecimento e diminui¢io dos teores de antocianinas. Entretanto a adigdo
de metabissulfito de potdssio ao produto, preveniu a descoloragéo devido a formacfo do
complexo antocianina-SO, (THAKUR & ARYA, 1989). Outras varaveis como
processamento, cultivar e fatores ambientais podem influenciar na composi¢fo das
antocianinas, bem como na sua estabilidade (BOYLES & WROSLTAD, 1993)
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CAPITULOIT

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO NA POLPA DE ACEROLA

1. INTRODUCAO

A acerola ou cereja-das-Antilhas (Malpighia punicifolia L.) é uma fruta que recebe
diferentes nomes de acordo com a localizagio em estudo. Ao que tudo indica parece ser
originaria do Caribe, Nordeste da América do Sul e América do Norte (OLIVA,1995).

De acordo com a varedade, a acerola pode variar quanto a cor podendo se

apresentar do amarelo avermelhado ao vermelho puirpura, e em teores de vitamina C.

O teor de vitamina C da acerola esté relacionado com a localizagdio geografica,
estadio de maturagio do fruto, época de colheita e tratos culturais (ASENJQ,1980). As
perdas de vitamina C s30 mais acentuadas em condicGes extremas de temperaturas e sofre
grande influéncia do fator tempo (SILVEIRA et al., 1981).

Numerosos métodos t€m sido desenvolvidos para determinar o acido ascOrbico(AA)
¢ o acido dehidroascorbico (DAA). Entre eles incluem-se a determinacdio do DAA por
condensagdo com 2,6-dinitrofenilhidrazina e determinagiio do acido ascorbico total (TAA)
por oxidagdo do AA e DAA e subsequente formagdo de osazonas; o método fluorimétrico
usando o-fenilenediamina, para determinar-se o DAA (COULTATE, 1984) e 0 mesmo
método modificado, com fluxo continuo para determinar o acido dehidroascérbico e 4cido
ascdrbico total (KIRK & TINGH, 1975).

A titulagdo com N-bromosuccinimida ¢ considerado um bom método para avaliar a
concentragio do TAA além de ser usado para extratos vegetais muito corados
(COULTATE, 1984); o método de titulagio do &acido ascorbico com 2 .6-diclorofenot
indofenol (DCFIF) (SRIVASTAVA & SING, 1988; SALUNKE et al.,1991; NAGY et al,,
1977, SAHBAZ & SOMER, 1992) tem sido muito utilizado para vegetais ¢ diferentes

produtos vegetais, com resultados satisfatorios. Alguns autores, entretanto, preferem a
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técnica de tifulagdo com 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (KIRK & TING, 1975;
ROCHA, 1988). O acido metafosforico tem sido usado no métode de titulagio do acido
ascorbico porque ele tem a habilidade de precipitar as proteinas € inativar enzimas do
grupo oxidase (ROE, 1967).

O método por titulagio com o-diacetoxyiodobenzoato (0-DIB) baseado na oxidagéo
da vitamina C usando leuco-2,6-diclorofenol indofenol com iodeto de potassio como
indicador, mostrou ser o melhor reagente analitico da série do iodo, porque ele possui as
qualidades do o-iodobenzoato (SRIVASTAVA & SING, 1988). Titulaggo do dcido
ascorbico em tabletes de vitamina C com Bromamina -T (BAT) (GOWDA &
GURUMURTHY, 1984) também foi utilizada com bons resultados.

Para determinagio de vitamina C em alimentos e outros produtos, varios métodos
siio descritos na literatura como, procedimentos espectrométricos (SARKAR & SARKAR,
1994; TONO & FUIITA, 1981; TONO & FUIJITA, 1982), eletroquimicos, enzimético,
fluorométrico e por CLAE ( ALDRIGUE, 1998, ARAGAO et al., 1996, DENNISON et
al,, 1981; KIM, 1989, PACHLA et al.,1985).

Anilise polarogrifica baseado na corrente anddica ¢ um método gspecifico para

acido ascérbico; contudo, a presenca de materiais interferentes como cloretos ou tois, €

cations metalicos, especialmente o Fet3 e Cut?: limita sua sensibilidade. Quando as
amostras sdo tratadas previamente o método pode ser especifico, rapido ¢ aplicavel para
solugdes altamente coloridas (SAHBAZ & SOMER, 1992).

A técnica de cromatografia liquida (CLAE), permite realizar separagdes € analises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presenies em varios tipos de
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugdio, eficiéncia ¢
sensibilidade. Apesar de algumas limitagbes da CLAE o seu emprego tem sido muito
difundido devido suas infimeras vantagens, conforme descreve COLLINS et al. (1995).

O método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) oferece um
potencial meio de separacio rapida e ¢ especifico para vitamina C (PACHLA et al.,1985;
LEE & COATES,1987; HOARE et al., 1993).

48



Estudo comparativo entre métodos analiticas para determinagio de dcido ascérbico na polpa de aceroln

O método de cromatografia por exclusio de ion com deteccdo eletroquimica (IEC-
EC) desenvolvido por KIM (1989) para determinar vitamina C, foi considerado vantajoso
quando comparado a outros métodos indicados pela AOAC (1984). O método apresentou
rapidez, alta sensibilidade, especificidade aplicavel a varios alimentos e bebidas além de

ndo requerer pré-coluna ou derivagiio de pos-coluna.

NISPEROS-CARRIEDO et al. (1992), fizeram separacio de acido dehidroascérbico e
acido ascorbico usando CLAE, para detecgio de acidos organicos pelo acoplamento de
colunas de 4cido organico e fase reversa, Somente a coluna de fase reversa mostrou uma
separacdo veloz , mas o 4cido dehidroascérbico e acido oxalico co-elufram em 3 minutos,
A separagio com a coluna de acido orginico foi longa, e o dcido ascorbico co-eluin com o
acido mélico em 13 minutos. Enquanto isso, a eluigfio padriio das colunas conectadas em

série diferiu daquelas individuais. As anélises revelaram bons resultados.

Neste trabalho, foram utilizados quatro meétodos analfticos (Contreras-Gizman,
Tilmans, Jodato e CLAE) para determinagio do 4cido ascérbico visando compara-los e dai
selecionar aquele que apresentasse resultado comparavel ao método por CLAE.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

As armostras de frutos de acerola foram obtidas de produtor da regido de Campinas-SP.
Os frutos foram cothidos aleatoriamente, de diferentes arvores, de dois tipos de cultivares,
sem classificagio taxondmica os quais foram denominados de lote A e lote B com 5 quilos
cada. A cultivar A apresentava coloragiio vermelha mais intensa que a cultivar B, Os fnutos
foram selecionados manualmente, separando-se os maduros dos verdes. Esta etapa teve o
objetivo de  sclecionar para o experimento, especialmente, os frutos no estadio de
maturacéo “de vez”. Os lotes foram armazenados, em pacotes de 1kg, sob congelamento a

—18°C at€ o momento das analises.
2.1.2. Dimensdes e peso médio dos frutos

Foram determinadas as dimensdes tomando-se as medidas do didmetro transversal

(mm) e a altura dos frutos usando um paquimetro manual. O peso foi determinado através
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de balanga digital semi-analitica. Para estes procedimentos foram usadas 100 unidades dos
frutos dos quais fez-se a média.

2.2. Preparo da polpa

De cada lote (A e B) foi retirado 3 amostras (1 kg cada) seguido de descongelamento.
Estas foram homogeneizadas em ligiudificador separadamente ¢ preparadas suas
respectivas polpas: Ai, Az, Az € By, By, Bs. A seguir, cada amostra foi filtrada em papel de
filtro Whatman n° 1, sob vacuo para obter a polpa filirada, com rendimento aproximado de
50%. A polpa filtrada foi dividida em aliquotas de 100ml, em vidro transparente as quais
foram utilizadas como analitos. As andlises foram realizadas de imediato 2 extragho da
polpa. As aliquotas que seriam utilizadas para oS métodos comparativos  foram
estocadas sob congelamento a -18°C até o momento das andlises, para evitar quaisquer

perdas do acido ascorbico.
2.3. Métodos
2.3.1. Métodos analiticos

2.3.1. 1. Acido ascorbico

Para determinagio do teor de édcido ascérbico foram usados os seguintes métodos
analiticos: a) método espectrofotométrico, descrito por CONTRERAS-GUZMAN et al.
(1984); b) método volumétrico do Todato de Potassio, que se fundamenta na redugéo do
jodo liberado por uma solugédo de acido ascorbico (1AL,1985); ¢) método de Tilmans, que
se baseia 1o uso do 2,6-diclorofenol indofenol-sédio (DCFI) baseado na redugdo do DCFI
por uma solugio de écido ascérbico (AOAC, 1984), modificado por BENASSI &
ANTUNES (1988) ¢ BENASSI (1990) com substituigio do acido metafosforico por acido

oxalico como solvente extrator; d) método de CLAE, segundo condigdes descritas abaixo.

Método CLAE. Este sistema consistiu de cromatografo Liquido Waters, modelo
480C/1, equipada com detector UV-visivel ¢ modulo integrador de dados Waters
Associates, Milford U.S.A. A andlise foi efetuada usando coluna analitica de fase reversa
RP-18 Bondapack ( 250 x 4,6 mm de didmetro), empacotada com particulas de Spum; fluxo
de 2,0 ml/min, com fase moével constituida por metanol-agua (40:60 v/v) previamente
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filtrada ¢ degaseificada. A eluigiio foi isocratica € a detecgdo, a 254 nm; injegSes com

volume de 25ul, pré-coluna de saturacio de silica.

Preparacio da amostra para CLAE. Duplicata de 10 mL de amostra de polpa
foram misturadas com 4cido oxalico a 1%, q.s.p 100mL, mantido sob agitagdo a 8°C por 10
min e filtrada em papel de filtro Whatman n° 1. As amostras foram filtradas em cartuchos
Sep-Pak com recheio C-18, previamente acondicionados com .a fase mével, A dilui¢do das
amostras foi realizada com a fase mével. Os primeiros 2mL do filtrado foi passado pelo
cartucho, pré-condicionado e descartado, recolhendo-se SmL para ser usado na injecio do
cromatigrafo. O padrdo foi preparado, tomando 30mg do acido ascorbico e diluido para
100mL de 4cido oxélico, sem necessitar de filtragio em papel de filtro. As demais etapas
seguiram nas mesmas condigfes para as amostras de polpas.

O estudo de recuperagio do 4cido L-ascérbico foi realizado com 2 determinacio do
teor de acido ascérbico original nas polpas preparadas, de acordo com o método escolhido
para a investigagdo ¢ comparados aos valores obtidos nas polpas adicionado de 30mg do
padrio de 4cido ascorbico em cada amostra. No método de CLAE, comparou-se as areas de
pico do padrdo de 4cido ascorbico com as dreas do pico das amostras submetidas & este
rhétodo. As andlises de recuperagio do 4cido L-ascorbico foram desenvoldidas em
triplicatas. A porcentagem de recuperagio foi calculado do seguinte modo: % R= (Ay/A|) x
100, sendo A, a 4rea do pico do padriio de acido L-ascorbico ndo tratado ¢ Ay a éarea do
pico tratado com o padréo.

2.3.1.2. pH

Determinou-se o pH em potencibmetro digital marca Micronal, modelo B-374
calibrado com tampées de pH 7,0 e 4,0, aferido previamente, segundo procedimento
descrito pela AOAC (1990).

2.3.1.3. °Brix

Determinou-se por leitura direta em refratdmetro marca CARL ZEISS (JENA),
modelo 32-G 110d, com corregéo de temperatura.
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2.3.2. Métodos fisicos
2.3.2.1. Cor

Foi descrita por comparacfio visual de acordo com a intensidade de pigmentagéo, sem

uso de equipamentos.
2.4. Anilise estatistica

A analise estatistica dos dados experimentais dos diferentes metodos para
determinagio do teor de 4cido escorbico foi feita com trés repetigGes, utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado. O estudo comparativo entre as médias feito pelo
Teste F, e Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (GOMES, 1990; FISCHER, 1958; THE
SAS SYSTEM., 1992). As anilises de varidncia foram feitas usando o software MINITAB
(1994).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas caracteristicas dos frutos e polpas de acerola estio apresentados na Tabela
1. De acordo com os dados obtidos, as amostras de acerolas A ¢ B mostraram pequenas
diferencas em tamanhos, porém o peso € a cor apreseniaram diferencas significativas.
Quanto ao pH e o °Brix apresentaram valores muito proximos para as duas polpas. Com
relagdio & cor a poipa B apresentou uma coloragdo mais escura devido maior concentragao
de pigmentos provenientes da casca do fruto. Verificou-se que nfo houve relagio entre
valores de °Brix e o peso dos frutos. Semelbantes resultados foram encontrados por
NAKASONE et al., (1968) com diferentes cultivares de acerola em que as frutas das
variedades doces estudadas apresentaram peso meédio de 52a72g.
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TABELA 1. Caracteristicas dos frutos obtidas a partir de 100 unidades e das polpas de

acerola
FRUTOS POLPAS
Dimensdes médias* Peso
Acerola {mm) médio Cor pH °Brix
Pidmetro altura (2)
transversal
A 20,16 15,07 5,11 Vermelho 3,38 7.0
(1,94) (0,22) (1,62) parpura | (0,01) | (0,0)
B 22,67 1742 832 Vermelho 3,36 6,5
(1,29) (0,23) (1,57) alaranjado | (0,02) (0,0)

correspondem aos respectivos desvios padroes

*O fisto & arredondado 1o eixo horizontal e levemente achatado nas bases; resultados entre parénteses

TABELA 2. Valores médios de acido L-ascérbico (mg/100g) nas polpas de acerola
obtidos de frutos de acerola A e frutos de acerola B, para os diferentes métodos

analiticos.
Polpa de Contreras- Todato Tilmans CLAE
acerola Guzman
Al 77424 (827) | 784,96 (6,87) | 756,85(4,16) | 757,09 (3.42)
A2 759,70 (9,63) | 775,39 (13,45) | 747,17 (11,62) | 745,06 (10,78)
A3 735.13 (10,15) | 764,06 (17,21) | 746,77 (764) | 752,70 (5,83)
Média A 756,36 (18,95)" | 774,81 (14,60)* | 750,27 (8,78)° | 751,61 (8,26)"
Bl 850,52 (20,47) | 897.44(4,18) | 86836 (5,92) 865,98 (4,60)
B2 863.20 (4,62) | 861,76(6,55) | 853,01(6,09) | 856,19 (5,90)
B3 871,54 (18,60) | 880,89 (1,93) | 85647 (4,76) 857,19 (3,55)
Media B 861,75 (16,75)° | 880,03 (15,97)" | 859,28 ( 8,05)° | 859,78 (6,23
Resultados médios de 3 repeti¢Bes analiticas com suas Tespectivas estimativas de desvios padrdes.
(p=0,05)

Letras mimisculas diferentes nas linhas diferem significativamente peio teste de Tukey
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De acordo com os resultados descritos na Tabela 2, a polpa de acerola A mostrou
menor concentragcdo de acido L-ascorbico que a polpa B. Para estudo detalhado desses
valores, foi realizado analise estatistica a fim de comparar as médias entre os resultados
obtidos para cada método analitico usado na determinagio do acido L-ascorbico nas polpas

em estudo.

O método de analise por CLAE, apesar de algumas limitagdes, é considerado um
dos mais eficientes, preciso e exato (COLLINS et al,, 1995). Por estas caracteristicas ele foi

usado como controle nas comparagGes entre os métodos.

Neste experimento foram comparados os quatro métodos de determinacio de
vitamina C para as polpas A e B de acerola (Anexos 1 ¢ 3, CapII) pela ANOVA. Os
resultados indicaram que existe pelo menos um método que difere significativamente dos
demais a 2%. Pela analise grafica dos intervalos de confianca (Anexos 2 e 4, Cap.Il) ha
mdicios de que o método de Todato se diferencia significativamente dos demais métodos

testados tanto para a polpa A quanto para a polpa B.

Os rtesultados apresentados na Tabela 2 confimnaram que em ambos as polpas de
acerola (A ¢ B) o método de Iodato foi significativamente diferente dos métodos de
Contreras-Giizman, Tilmans e CLAE

Semelhantes resultados foram encontrados em estudos comparativos entre o método
por titulagiio com 2-6, diclorofenol indofenol e CLAE na determinagfio do teor de vitamina
C em diferentes sucos (LEE & COATES,1987 ¢ HOARE et al., 1993). Os valores obtidos

POr esses autores mostraram que os dois métodos ndo apresentaram diferencas

significativas (0,05).

O método de titulagio com 2-6, diclorofenol indofenol (método de Tilmans)
tem sido alvo de muitas polémicas, uma vez que o DCFI pode reagir com
substéncias interferentes, ou quando se trata de amostras colondas, torna-se dificil a

observaggo do ponto de viragem na titulagio (CONTRERAS-GUZMAN et al.,1984;
LEE & COATES, 1987: HOARE et al., 1993).
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Os sucos citricos coniém naturalmente metais como cobre e ferro que, apesar
de pequena quantidade (menos que 0,01% e menos que 1% das cinzas,
respectivamente), podem provocar a auto-oxidacéo da vitamina C em solug¢do (LEE
& COATES, 1987), e tal ocorréncia podera estar presente tanio na titulagdo com
DCFI quanto em outros métodos, ndo somente do DCFL. Para BADOLATO et al.
(1996), ao comparar os métodos tituloméiricos (Tilmans e lodato) ¢ o
espectrofotométrico (Contreras-Guzman), conchiiram que n3o ha vantagens

expressivas quanto 2 exatid@o e selegio do método a ser escolhido.

BADOLATO et al. (1996) comparando os métodos de Tilmans, Contreras-(Guzman
e Iodato para determinar o dcido ascorbico, em diferentes amostras ndo encontraram
diferencas significativas entre os métodos. De acordo com SRIVASTAVA & SINGH
(1988), os resultados dos titulos variam de um conjunto de titulagBes para outra, de maneira
néo reproduzivel, quando tituladas com iodo ou qualquer agente oxidante, que seja usado

na presenga de iodeto de potassio ou brometo de potassio.

Os teores de acido L-ascorbico das polpas de acerola A e B, analisados pelos
diferentes métodos estudados, apresentaram diferencas significativas entre 05 mesmos ao
nivel de 5% de probabilidade. Esse resultado pode ser decorrente das peculiaridades de
cada cultivar. Ao testar os métodos par a par (Anexo 5, Cap.Il), foi mostrado uma diferenca
estatistica nas interacdes Todato x CLAE ¢ lodato x Tilmans na polpa A de acerola avaliada
pelo valor p (Teste F). Supbem-se que a diferenga encontrada pode estar relacionada com a
concentracio de pigmentos coloridos, uma vez que 0s frutos da acerola A apresentavam
coloraglio mais intensa que 0s frutos da acerola B, conforme descri¢io na Tabela 1. Tal

pigmentagio pareceu influenciar principalmente o método de Jodato.

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, foi escolhido o método de
Tilmans por ser rapido, com um minimo de etapas, além de econdmico, comparado ao de
Contreras-Giizman, cujo método ¢ muito longo, embora a titulagio com a amostra de
acerola tenha merecido muita atengio no ponto de viragem para reduzir os €I70S

experimentais. O método de Todato seria 0 menos indicado para a determinagio de 4cido

ascorbico na polpa de acerola.
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TABELA 3. Recuperagioc média do acido L-ascorbico ( % ) adicionado* & polpa de

acerola de acordo com o método analitico

Contreras- Todato Tilmans CLAE
Poipa de Gizman
acerola (média) (média) (média) (média)
A 84,76 (3,72) 89,31 (3,28) 94,65 (2,03) 58,42 (1,82)
B 90,49 (3,84) 92,32 (1,31 99.46 (1,76) 99,62 (1,51)

Resultado médio de 3 repeticdes analiticas.
* 30ug de acido L-ascorbico

De acordo com a Tabela 3, os métodos de Tilmans e CLAE apresentaram melthores
valores de recuperagiio do 4cido L-ascorbico entre os métodos estudados. Os resultados
indicam que o primeiro pode ser usado com seguranga para poipa de acerola ¢ garante
elevada sensibilidade. O método de Contreras- Guzman, todavia, foi o que apresentou
menor poder de recuperagio para a polpa de acerola. Resultado semelhante foi encontrado
por BADOLATO et al. (1996) no estudo com diferentes sucos de frutas naturais.

4. CONCLUSOES

Ao comparar estatisticamente, em conjunto, os métodos de Contreras-Gizman, Iodato,
Tilmans e CLAE para a determinagfio do 4cido ascérbico na polpa de acerola, pelo Teste F
( p0 0,05), os resultados indicaram que houve diferenca entre os mesmos. O Teste de
Tukey revelou que o método de Todato foi significativamente diferente dos demais métodos
estudados. Os meétodos de Tilmans, Contreras-Guzman ¢ CLAE nfio apresentaram
diferencas significativas.

Ao avaliar os diferentes métodos estudados, em duplas, o valor de p (a=5%)

apresentou diferenga significativa na comparag&o Iodato x CLAE e Iodato x Tilmans para a
polpa A de acerola. Tal resultado pode ter sido influenciado pela maior concentracio de

pigmentos vermelhos, as antocianinas, presentes na amostra da polpa. Na polpa B nio foi
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verificado nenhuma diferenca significativa entre os métodos testados na determinaco do

acido ascorbico.

Os teores de acido ascorbico apresentaram diferencgas significativas entre as polpas de

acerola A ¢ acerola B atribuido & prépria natureza de cada cultivar.

Comparando-se em porcentagem a recuperagdo do 4cido L-ascorbico adicionada as
amostras de polpa de acerola, foi mostrado que o método Tilmans foi o que melhor se
aproximou dos dados obtidos para CLAE, portanto pode-se considera-lo eficiente na
determinagiio de acido ascérbico na polpa de acerola, embora tivessem ocorrido algumas
dificuldades para visualizar o ponto final da titulagio. O método de Contreras-Gizman

mosirou-se menos eficiente, entre os quatro métodos testados, na recuperacio do acido

ascorbico.

Uma vez que os métodos testados mostraram pequenas diferencas e foram considerados
semelhantes pela comparagio entre as médias, pelo Teste de F (p<0,05), foi escolhido o
método de Tilmans para a continuidade das investigagbes desta tese, por considera-io,

sensivel, além de rapido e econdbmico.
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CAPITULO III

MODIFICACAO DO METODO TITULOMETRICO COM 2,6- .
DICLOROFENOL INDOFENOL PARA DETERMINAR O ACIDO
ASCORBICO EM AMOSTRA COLORIDA

1. INTRODUCAO

A acerola é uma das fontes em potencial de vitamina C, ¢ uma fonte regular de beta-
caroteno (vitamina A), e pobre em vitaminas do complexo B como tiamina, riboflavina ¢
niacina (MILLER et al., 1961). Além disso ¢ fonte de antocianinas, compostos importantes

para a satide do homem.

ITOO et al.,(1990) investigaram os teores de dcido ascorbico em acerola, colhida em
trés diferentes regides do Japéio nos trés estadios de maturagfio (verde, “de vez” e madura), €
verificaram que a proporgdo de acido ascérbico, em relagdo aos teores de vitamina C total,
foi de aproximadamente 90%, diminuindo essa proporgdo no estadio maduro. De acordo com
ALDRIGUE (1998), a acerola mostrou ser uma boa fonte de acido dehidroascorbico
(DHAA), tendo seu valor variando de 2 2 20 % do total de vitamina C, o que justifica também
sua determinagio. Neste estudo foi também concluido que 0 DHAA tem seus niveis elevados
no estadio de maturacio intermediario (“de vez”), caindo esses teores no estadio totalmente

maduro.

Devido a presenga das antocianinas, os produtos de acerola sfo intensamente
coloridos. Quando frescos podem apresentar-s¢ com a cor do vermelho ao laranja,
dependendo das condigbes em foram processados ¢ das cultivares que lhe deram origem. A
intensidade de coloragio em algumas amostras frequentemente interfere com a realizagio de
outras anilises quimicas, principalmente na determinacfo de vitamina C, principal razio pela

procura por acerola.
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O método eletrométrico desenvolvido por KIRK & TRESSLER ( 1939), baseado no
ponto de viragem ¢ o fotométrico descrito por BESSEY (1938) medido pelo espectro de
absorg#o, ainda sfio muito utilizados para determinagiio de vitamina C.

Um dos métodos mais utilizados para determinar o teor de 4cido ascorbico, tem sido a
titulagfio. Este método vem sendo empregado com muita seguranca para intimeros tipos de
amostra de alimentos e seus produtos, por ser econdmico, rapido e eficiente. TILMANS
(1927) desenvolven o método empregando a titulagio com 2,6-diclorofenolindofenol, cujo
principio € baseado em reagio de oxi-reducdio. O ponto final da titulagio ests associado ao
ponto de viragem da cor azul ( em maio basico) para rosa persistente ( em meio acido). Com
objetivo de aperfeicoar e tornar o método mais econdmico, BENASSI (1990), desenvolveu
algumas mudangas.

O método titulométrico para determinacio de vitamina C apresenta, entretanto,
algumas desvantagens. Substancias redutoras, tais como acucares, pigmentos da planta, certos
ions metdlicos (ferro e cobre), taninos e compostos sulfidrilicos de cisteina (SALUNKE et
al.,1991; NAGY et al.,1977) podem interferir no método. O uso de acido metafosférico e pH
3,5 ou écido metafosforico/metanol, foi indicado para minimizar interferéncias como a
presenga de proteinas (PACHLA et al., 1985), ou uso de 4cido metafosforico e EDTA (Acido
etilenodiamine-tetracético) como agentes quelantes de metais (LEE & COATES, 1987).

Agentes quelantes (EDTA, fosfatos, eic) e agentes que se complexam com acido
ascorbico (proteinas, EDTA, histidina) retardam a sua autoxidagdo, mecanismo que mais
acontece na perda de vitamina C em alimentos (ARCHER & TANNENBAUM, 1979).

Apesar de muitas investigagGes terem sido realizadas no sentido de eliminar os
interferentes das amostras nos diferentes métodos de determinagfio, pouco sucesso tem sido
logrado. Algumas metodologias conseguem analisar a vitamina C total, mas exigem
TestrigGes, e outras, como na titulagio por 2,6-diclorofenol indofenol, conseguem determinar

somente a forma do acido dehidroascémbico.

O método por CLAE ¢ considerado bastante eficiente, rapido, exato e preciso e pode
determinar as vérias formas da vitamina C e diferentes vitaminas concomitantemente, desde

que a2 metodologia seja desenvolvida para esta finalidade. O uso de CLAE exige uma
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padronizagio das condigdes cromatograficas e cuidados especiais, indo desde as condigdes de
extracio ¢ limpeza da amostra até sua interpretacdo (POLESELLO & RIZZOLO, 1990;
RAPISARDA & INTELISANO, 1996)

ALDRIGUE (1998), desenvolveu uma metodologia por CLAE com duas condicdes
cromatograficas para determinacfio das formas ativas de vitamina C. Na primeira condigéo,
utilizou a coluna Spherisorb ODS-2, 5um; 150 x 4,6mm; fase movel aquosa com 2,5 mmol/L.
de cetrimida ¢ 25 mmol/L de acetato de amonia a pH 5,60, ajustado com écido acético, vazdo
de 0,8mL/min e detecgdo UV a 263nm, que permitiram determinar dcido ascorbico, acido
dehidroascérbico e 4cido isoascérbico em frutas e seus produtos. Na segunda condigdo, o
autor usou coluna PRLP-S, 100A°, 5 um; 250 x 4,6mm, fase mével aquosa com 250 mmol/T.
de NaH,PO, a pH 3,30, ajustado com HCl, vazéo de 0,50mL/min e detecgdo UV a 263nm,
para separar as formas ativas de vitamina C. Foi concluido que, das duas condigdes
cromatograficas, a utilizagio da coluna Cis, da primeira condigdo foi a que apresentou
melhor performance para determinagdo das formas ativas de vitamina C, no entanto, 0 tempo
de vida util da coluna foi aproximadamente de 3 meses.

ACAR & GOKMEN (1996) desenvolveram um anico métedo por CLAE para
determinar simultaneamente o dcido ascorbico € 0 acido dehidroascorbico, e os resultados
mostraram alta exatidio e precisio de acordo com os dados de recuperagiio ¢ estudos
comparativos, além de mostrar seT um método com alta sensitividade, capaz de detectar

1mg/L de vitamina C.

Os diversos alimentos apresentam uma composi¢io muito complexa e a validagio de
uma metodologia para determinagfio de vitamina C de uma ou mais formas ativas, ou ainda
destinada a produtos especificos, merece ser comparada com métodos oficiais e/ou métodos
que sejam assegurados quanto a sua validade. Sendo a acerola uma fonte excepcional de
vitamina C, e seus produtos apresentarem-se ricamente coloridos pela presenga de pigmentos

oriundos da casca dos frutos, cabe uma investigagio analitica especial.

O método de titulacio com 2,6-diclorofenol indofenol € amplamente usado para
determinagio do &cido ascorbico, mas 08 analistas encontram muitas dificuldades para

determinar o exato ponto de viragem em amostras coloridas. Diante do exposto, o proposito
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deste trabalho foi realizar uma modificagio deste métode e contribuir para uma efetiva
titulagdo deste analito. Para efeito de confirmagdo, foi usado como amostra suco integral de
acerola, comparando-se os resultados obtidos com o método de CLAE.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima

Os frutos foram cedidos por um produtor da regido de Campinas-SP, resuitado da
colheita de varios cultivares, no estadio “de vez”, pois os frutos verdes apresentam maiores

teores de 4cido ascorbico e 4 medida que amadurecem esses teores diminuem.

Antes das anilises, os frutos foram lavados, imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a
20 ppm/15min, e colocadas numa peneira até completa drenagem da agua. Este tratamento
teve por objetivo eliminar sujidade que por ventura possa estar aderida aos frutos, e efetuar

uma descontaminacio do material.
2.2. Extracio da polpa

A extragio da polpa foi efetuada em um extrator inclinado marca BERTUZZI com
bragos de escova, cuja capacidade ¢ de aproximadamente 1000kg/hora, nas condigdes
descritas na Tabela 1.

TABELA 1. Condiges de processamento da polpa de acerola

Condi¢es de processamento

Amostras Velocidade Tamanho/tela Rendimento Pasteurizagio
de extragio do extrator da polpa
{rpm) (mm) (%)
Polpa 1 4000 0.8 66,66 N&o
Pasteurizada
Polpa 2 4000 0.8 66,66 Pasteurizada
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2.3. Pasteurizacio

A operagio de pré tratamento de pasteurizagio foi efetuada colocando-se a polpa de
acerola em um tanque inoxidavel, encamisado com agitagdo constante ¢ lenta, até atingir uma
temperatura de 70°C (aproximadamente 5 min). Em seguida, procedeu-se & pasteurizagdo
onde as polpas foram acondicionadas em latas de folhas de flandres com capacidade de 350
mL, e recravadas em recravadeira da marca John Reine, modélo 710, seguido de imersdo
em um tanque aberto a 90°C por 20 minutos, onde a 2gua permanecia em turbuléncia
constante. Posteriormente, Tesfriou-se em outro tanque com &gua corrente a 25°C até que as

arnostras atingissem esta temperatura.

2.4. Acido ascérbico

2.4.1. Método de titulaciio com 2,6-diclorefenol indofenol

O método proposto neste trabatho foi baseado no método oficial da AOAC (1984)
modificado por BENASSI (1990) a qual substituiu o solvente extrator, acido metafosforico,
indicado pela AOAC pelo acido oxalico a 1%. Neste experimento foi utilizado o DCFI (2-
6,diclorofenol indofenol) com a concentragio como indicada no método oficial da AOAC(
2,23g/1000mL) ¢ o DCFI (teste) diluido em 4gua na concentragio 1;1, da indicada pela
AOAC.

2.4.1.1. Solventes extratores

Utilizou-se a 4gua como meio extrator de acido ascorbico nas amostras das polpas de
acerola, para comparar a extragdo com o 4cido oxalico a 1%, como indicado por BENASSI
(1990). Também foram comparados diferentes tempos de extragdo (10, 15 e 20 min) para os

dois solventes extratores.

2.4.1.2. Preparo da amestra

a) Foi usado uma quantidade de polpa de acerola de aproximadamente 10mL, diluida
para 100 mL em agua. As polpas foram colocadas em agitador refrigerado durante 15
minutos, programado para 30 rpm, protegidas da luz. A seguir foram filtradas em papel

65



Modificacdo do método titulométrico com 2,6-diclorofenol indofenol para determinar o dcido ascorbico em
amostra colorida

Whatman 1 MM. Utilizou-se aliquotas de 2mL, 3mlL, SmL, 10mL e 15mL para anslise de
titulagio. Também foram preparadas solugdes padrbes de dcido ascérbico com as mesmas

aliquotas, para testar 0 volume gasto de DCFL

b) Outra condicio teste de titulagéo foi realizada com 10 mL de polpa diluida na
proporgéo 1:2 com agua destilada, filtrada em cartucho Sep-Pak, para eliminar parte dos
pigmentos. Os primeiros 15 mL foram descartados e recolhido o restante. Os cartuchos foram
previamente condicionados com 20 ml de metanol p.a, lavados com 50 mi. de agua
deionizada. Tais cartuchos foram recuperados de 3 a 5 vezes para serem reutilizados,
lavando-se na ordem com metanol acidificado com HCl 1% e 4gua destilada. A partir da
amostra filtrada, retirou-se aliquotas semelhantes s descritas no item 2.4.1.2.a para a realizar
a titulagdo com DCFL

2.4.1.3, Preparo dos reagentes

Foram utlizados o 4cido oxilico 1%, o DCFI nas concentrages de 2,23g/1000mL ¢
1,12g/1000ml. A solugdio padriio de icido ascérbico foi preparada no momento da analise
(aproximadamente 30 mg dissolvido em 100 mL de 4cido oxélico 1%).Todos os reagentes
foram adquiridos da Merck P.A.

2.4.1.4. Teste do velume do acido oxilico na titulagcio

As aliquotas das amostras foram tituladas, usando o acido oxalico 1% nas quantidades
de 50mL, 100 mL e 150mL, em erlenmeyer de 250 ou 300mL.. Para maior precisdo, foi usado
bureta de 10,0mL com divisio de 0,05mlL.

2.4.1.5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Para andlise de repetibilidade do método, foram utilizadas polpas de acerola ndio
pasteurizada ¢ pasteurizada, fazendo-se as determinagdes analiticas em triplicatas em cada
amostra, trés vezes ao dia, durante cinco dias por trés meses consecutivos. Para o teste de
recuperagdo, adicionava-se 4 amostra uma concentragdo conhecida de padrio de 4cido

ascorbico (50mg) para comparar, a0 mesmo tempo, a porcentagem de recuperagéo.
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Para avaliar a reprodutibilidade do método proposto, as determinagdes foram feitas
por dois analistas, usando a mesma amostra de polpa de acerola (mesma origem), € uma
terceira pessoa usou polpa (pasteurizada ¢ ndo pasteurizada, ambas congeladas) de manga, por
ser dificil determinar o ponto de viragem da titulagdo pelo método titulométrico com DCFL.

2.4.2. Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAK)

Para comparar o teor de 4cido ascorbico obtido pelo método de titulagdo, foi usado o
método de CLAE. Este sistema consistiu de cromatégrafo Liquido Waters, modelo 480C/1,
equipada com detector UV-visivel e médulo integrador de dados Waters Associates, Milford
U S A A analise foi efetuada usando coluna analitica de fase reversa RP-18 Bondapack ( 250
x 4,6 mm de didmetro), empacotada com particulas de Sum; fluxo de 2,0 mL/min, com fase
mével constituida por metanol-agua (40:60 v/v) previamente filtrada e degaseificada em ultra-
som por 20 minutos. A ¢luicdo foi isocratica e a detecgiio, a 254 nm; injegdes com volume de
25ul, pré coluna de saturagéio de silica. As amostras foram filtradas em cartuchos Sep-Pak,

previamente condicionadas com a fase mdvel.

A extracdo do 4cido ascorbico das polpas foi feita com acido oxdlico a 1% e a solugéo
padrio preparada nas mesmas condi¢es para o método titulométrico com DCFL As amostras

foram diluidas com a fase movel.
3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Teste das aliquotas

Apds testar as diferentes aliquotas, foi verificado uma resposta linear, cujo coeficiente de
correlagdo variou de 0,9987 a 0,9976, o que levou a escolha da aliquota de 2,0 mL tanto
para a amostra diluida em agua como para o padréio. Ao testar os diferentes volumes do dcido
oxilico, ndo houve diferenca significativa a0 nivel de 1% de probabilidade. Nesse caso, por
ser mais econdmico, foi indicado, portanto, o uso de 50 mL de acido oxalico a 1% (o método
oficial indica 100mL).

67



Modificacio do métode titulomeétrico com 2,6-diclorofenol indofenol para determinar o dcide ascérbico em
amostra colorida

3.2. Extracio do dcido ascérbico

Para testar o solvente extrator do acido ascorbico e o tempo oimo para efetuar a
analise, foi utilizada polpa de acerola sem filtrar em cartucho Sep-Pak, pelo método sugerido
nesta investigagdo.

Na Tabela 2 estio apresentados os teores de AA (dcido ascorbico) de acordo com o

solvente extrator ¢ os tempos de extragdes utilizados.

De acordo com os resultados estatisticos, ndo foi verificado diferenca significativa
(p<0,05) em ambos solventes extratores (a agua e o acido oxalico) para extrair o acido
ascorbico, da polpa de acerola nio pasteurizada e pasteurizada, nas condi¢des analiticas deste
experimento. Com relagio ao terapo de extragdo, os espagos de 10, 15 e 20 min nfio
apresentaram diferengas significativas pelo teste F (p<0,05), em ambas amostras e solventes
de extragdo do acido ascorbico. Os dados obtidos indicaram que o tempo de 15 min para a
extragdo de 4cido ascorbico com qualquer dos solventes utilizados, tanto nas amostras nio
pasteurizadas como nas pasteurizadas, pode ser utilizado com seguranga.

O teor de 4cido ascérbico da polpa nio pasteurizads diferiu significativamente
(p00,05) das pasteurizadas, independente do solvente extrator. Essa diferenca ¢ devida ao
tratamento térmico sobre as amostras.
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TABELA 2. Comparagio dos teores de acido ascorbico entre o solvente extrator e o tempo
de extragiio em polpas de acerola nfio pasteurizada e pasteurizada.

Solvente extrator

-

Amostra Agua Acido oxalico (1%)

Tempo de extragdo (min)/Teor de acido| Tempo de extraglio/ Teor de acido
ascorbico (mg/100g)* ascorbico (mg/100g)*

10 15 20 25 10 15 20 25

Polpa nio-| 154532 | 1576,09 | 1563,31 | 1438,65 | 1539,16 | 1582,13 | 1558,22 | 1410,42
pasteurizada

(1,21)an [ (0,84)5a | (3.39)aa | (4,12)0a | (1.94)0n | (1,42)n | (2.71)an | (2,06}

Polpa 1384,92 | 1392,01 | 1350,09 | 1295,97 | 1380,66 | 1390,91 | 1342,07 | 1289,38
pasteurizada

(1,30):5 | (0,18) 5 [ (1,03)ap | (1,26)5p | (1.30):5 | (1.04),p | (1.23):5 | (0.70)5

* Resultado médio de trés determinacdes analiticas e suas respectivas estimativas de desvios padrdes;
Letras diferentes minisculas na linha diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05),
Letras diferentes maiisculas na coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05)

TABELA 3. Comparagio das diferengas nos teores de acido ascorbico, em porcentagem,
entre os solventes extratores (agua e acido oxalico) nas polpas de acerola nfo

pasteurizadas e pasteurizadas, dada entre os tempos de extracdo

Polpa ndo pasteurizada Polpa pastenrizada
Tempo de Agua Acido oxslico Agua Acido oxilico
extracie(min)*
Tio—Tis - 1,98 (0,14) -2,80(0,33) 0,82 (0,34) 0,87 (0,28)
Tio— T +1,19 (0,54) +1,31 (0,84) 2,68 (0,91) 2,81(0,14)
Tie— T2s -7.90 (2,52) -8,93 (1,85) 6,90 (0.97) 6,70 (1,35)

* valores de tempo subscrito em minutos; valores entre parénteses comresponde 4 estimativa dos desvios padrdes

69




Modificacdo do método titulométrico com 2,6-diclorofenol indofenol para determinar o dcido ascorbico em
amostra colorida

Na Tabela 3 estdio apresentados as diferenca das perdas e ganhos do acido ascorbico,
em porcentagem, comparativamente a0s tempo teste (10, 15, 20 ¢ 25min) em relagdo ao
tempo 10 minutos de analise. Os resultados mostraram que as polpas ndo pasteurizadas
apresentaram maior velocidade de degradaciio do 4cido ascérbico que as pasteurizadas apos
de 20 minutos de extragdo, chegando essa diferenca a ser aproximadamente de 10% ao
atingir 25 minutos.

Os resultados das analises das polpas pasteurizadas indicaram maior estabilidade
durante os 15 minutos nesta determinagéio analitica, porque as enzimas que contribuem para a
degradagdo foram inativadas pelo tratamento térmico. Este fator, todavia, ndo significa que
todos os cuidados no momento da determinacio analitica sejam efetivamente assegurados
para maior confiabilidade dos resultados,

3.3. Comparaciio dos métodes

Na Tabela 4 estio apresentados os teores de dcido ascorbico nas polpas de acerola
pasteurizada € ndo pasteurizada comparando-se 0os métodos titulométricos com DCFI
(BENASSI, 1990 e o proposto) e CLAE. Os resultados mostraram que, seguindo os
procedimentos do método oficial AOAC (1984) modificado por BENASSI ( 1990), os teores
do 4cido ascorbico foram menores, quando comparados ao método proposto, e 0 método por
CLAE. Outro fato importante foi observado com a estimativa de desvios padrdes. No método
oficial modificado por BENASSI (1990), os desvios padrdes foram maiores
comparativamente aos demais testes, logo h4 uma indicagdio de que o método apresenta maior
possibilidade de erro experimental quando se trata de amostra muito colorida, uma vez que o
ponto final da titulagéio esta atrelado & mudanga de coloragdio no ponto de viragem.
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TABELA 4. Acido ascorbico (mg/100g) de polpas de acerola nfio pasteurizada, e
pasteurizada filtrada em papel filtro (pigmentada) e filtrada em cartucho Sep-Pak

(despigmentada)
Método
DCFL;* DCFI*, CLAE**
Pigmentada Pigmentada | Despigmen- | Pigmentada { Despig-
Amostra tada mentada
Polpa _ néo 1518,79 1680,48 1680,14 1687.91 168299
pasteurizada {9,35)an (0,71)pa (0,53)0a | 3.90)ba | 432)0a
Polpa 1354,18 136943 1365,17 1367,06 1366,67
Pasteurizada (6, 19)1;,5 B (0377)11.3 B (0,29)n.sB (4=48)n.s B (3,03)ns B

* media de és determinagdes analiticas; valor entre parénteses corresponde & estimativa de desvio padrao

** média de duas determinacBes analiticas

Média com letras diferentes mintsculas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p<0,05);

letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey ((p<0,05);

n.s=ndo significativo (lido na mesma linha}

DCFI, — BENASSI (1990); DCFI; — modificagdes propostas

Sendo o DCFI mais concentrado, no método oficial, este fator provoca duvidas quanto ao

momento exato de viragem, além de ficar altamente condicionado com © treino €

sensibilidade do analista. A introducdo de modificages no metodo proposto no trabalho

permitiu minimizar as davidas citadas. Indicou também que as mudancas na fase de

preparacéo da amostra e as condigdes de titulacfio proporcionaram resultados mais seguros,

como também favoreceu maior extra¢do do dcido ascorbico.

Na determinagio dos teores de acido ascérbico, foi observado maior erro experimental
para polpa nfio pasteurizada em relagdo a pasteurizada pelo método oficial. Este dado sugere
que o efeito do tratamento térmico na amostra, 0 qual induz a degradagéio dos pigmentos,
pode ter sido um fator de melhor julgamento na titulago para esse método.

Foi verificado que os valores de acido ascérbico na amostra ndo pasteurizada, analisada
pelo método de BENASSI (1990) apresentou diferenca significativa ao nivel de 5% em
relagiio ao método proposto e CLAE. Nesta amostras, 0s resultados do método proposto,

também ndo mostrou diferenca significativa quando comparado ao da CLAE. J4, a amostra
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pasteurizada ndo apresentou diferenga significativa entre os trés métodos utilizados neste
trabalho. No capitulo anterior, ndo foi verificado diferenca significativa entre 2 determinacdo
dos teores de 4cido ascérbico pelo método de titulagiio com DCFI modificado por BENASSI
(1990) e CLAE. Pode-se SUgErir que as variagdes encontradas para essas medidas poderiam
estar relacionadas com o teor de DHAA, que em alguns casos pode chegar até a 20% deste
acido na fiuta de acerola, como aquele encontrado por ALDRIGUE(1998).

Nos resultados do método proposto (Tabela 4) nio foi verificado diferenga
significativa (p20,05) entre amostras pigmentadas e as despigmentadas. Este recurso,
portanto, ndo mostrou ser altamente necessario, podendo ser usado opcionalmente em casos
de amostra de dificil titulagdo. Estudos realizados por RAPISARDA & INTELISANO (1996)
mostraram que amostras de suco de laranja pasteurizado despigmentado, filtrando-as em
cartucho Sep-Pak, mostraram resultados compardveis com o método oficial da AOAC e o
método realizado por CLAE.

Estudos realizados por ALDRIGUE (1998) mostraram diferenga significativa para os
valores de vitamina C total, analisados pelos métodos da AOAC e CLAE em polpa comercial
de acerola mas para néctar de acerola, os métodos nfo apresentaram diferencas significativas.
E conhecido, entretanto, que quanto maior o mimero de rephicagdes na determinagdes, maior

€ a precisdo analitica,
3.4. Repetibilidade e reprodutibilidade

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores de recuperagdo do AA na polpa de acerola
n&o pasteurizada e na pasteurizada. '

O coeficiente de variagio (CV)do teste de repetibilidade das analises nas polpas de
acerola nflo pasteurizadas durante um mesmo dia, variou de 0,06 a 0,18%, entre os trés meses
vartou de 0,10 2 021% e a reprodutibilidade entre os trés meses teve CV médio de 0,10 a
0,21%. Nas polpas pasteurizadas, a repetibilidade durante um mesmo dia o CV variou de 0,06
a 0,19%, e entre os trés meses foi de 0,12 2 0,34%. A reprodutibilidade apresentou CV que
variou entre os trés meses de 0,12 a 0,65%. A repetibilidade ¢ reprodutibilidade da solucdo
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padrio entre os trés meses apreseniou um CV que foi de 0,08 a 0,19% ¢ 0,06 a 0,25%,

respectivamente.

Os resultados das médias, e coeficientes de variagio do métode mostraram, portanto,
que a repetibilidade e a reprodutibilidade do método proposto apresentaram bom nivel de

confiabilidade, com um coeficiente de variagdo baixo (< de 1%).

A escolha de um novo produto (polpa de manga) para teste foi devido ao fato do mesmo
apresentar grande quantidade de pigmento que confunde o analista entre a coloragiio do
reagente (DCFI) com mudangas no ton da amostra no momento da analise. Os resultados das
andlises com este produto foram semelhantes aos obtidos para polpas de acerola (SILVA,
TOREZAN & MENEZES, 1999). |

Para calcular os teores de dcido ascérbico pelo método proposto neste experimento ver

exemplo no Anexo 3 (Cap.III).

TABELA 5. Recuperagio de AA adicionado as polpas de acerola ndo pasteurizada (NP) e

pasteurizada (P)
Amosira Teores de v Recuperacio de AA
AA(mg/100g) (%) (%)
NP, 1571,17 (0,81) 0,05 08,12
NP, 1502,37 (0,56) 0,04 98,07
NP; 1584,33 (3,74) 0,24 98,80
Média 98,33 (0,28)
P 141204 (1,24) 0,09 101,39
P, 1348,62 (1,45) 0,11 100,75
Ps 1348,64 (1,64) 0,11 101,31
Média 101,15 (0,54)

Resultzdos médios de trés determinagbes analiticas; valores subscritos (1,2,3) representam os meses de analises
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Os resultados apresentados na Tabela 5, mostraram uma recuperacio média do acido
ascorbico de 98,33 (0,54)% e 101,15 (0,54)% nas polpas ndo pasteurizada e pasteurizada,
respectivamente. Os valores de recuperagdo do método proposto foram semelhantes aqueles
encontrados no capitulo anterior deste trabalho e em Tecentes publicagdes (ALDRIGUE, 1998
€ BADOLATO et al., 1996).

De acordo com o padrio 1SO 5725, (1986) citado por MARTIN (1996), R
(reprodutibilidade) e (repetibilidade) sdo limites estatisticamente definidos pela variagsio dos
resultados analiticos dentro de um laboratério (r ) e, entre alguns laboratérios, (R)
estabelecidos a um nivel de 95% de confianga. A repetibilidade ¢ dada por consecutivas
medidas independentes do mesmo pardmetro e mesmo equipamento, no mesmo laboratério,
com a mesma amostra ¢ pelo mesmo operador. A reprodutibilidade ¢ resultante de medidas do
mESmo pardmetro com mesma amostra, em diferentes equipamentos, em pelo menos dois

laboratérios por diferentes operadores, usando 0 mesmo método.

E importante que seja estabelecido um intervalo de confianga a partir das repeticies para
tornar confiavel os resultados analiticos. Muitas vezes, pode haver julgamento com menor
rigor do que merece um determinado resultado; em outros casos, o Julgamento ndo esti
somente aliado a uma anélise estatistica, deve também ter uma avaliagio por um conjunto de
especialistas do assunto e levar em consideracdo a discussio consensual, sem permitir abusos

ou conclusdes tendenciosas.

Internacionalmente, o limite de confianca para dados estatisticos em sucos de frutas € de
95% para definir R e r. No entanto o limite de confianga de 90 % (Rog) diminuiria em 18%
e Rosy, aumentaria o nivel de conflanca em 29%. Parma interpretar estatisticamente a
reprodutibilidade, R s6 ¢ aplicado para comparar duas medidas individuais, com replicatas,
porém se se trata de uma vnica anilise, a interpretagdo deve considerar R/+2 (MARTIN,
1996).

As modificagbes propostas neste trabalho mo método da AOAC, modificado por
BENASSI (1990) indicaram uma validade satisfatéria da técnica em sucos com altos teores de
pigmentos coloridos, como no caso de acerola, que dificultariam a visualizagiio do ponto

final da titulagiio. O uso de cartucho Sep-Pak pode ser opcional para despigmentar solucdes
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coloridas com baixos teores de acido ascorbico. A técmica ¢ facil e econdmica e pode servir
como um método de rotina na determinagio de acido ascérbico em polpa e outros produtos

de acerola.
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CAPITULO IV

ESTUDO DAS CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS DA
POLPA DE ACEROLA

1. INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia glabra L. ou Malpighia punicifolia L.) ¢ uma planta de
grande destaque na fruticultura do Caribe, de onde parece ser origindria, € no nordeste da
América do Sul. Sua importincia estd relacionada principalmente 4 qualidade nutritiva de
seus frutos, especificamente pelos teores de vitamina C que dispdem.

Acrescido aos teores de vitamina C, a fruta tem um rico aporte de caroteno, e baixas
concentragdes de vitaminas B1, B2, B6, ferro ¢ calcio ( fontes adaptadas por QUINTEROS,
1995 & OLIVEIRA, 1997). Na 4rea da saide, a demanda de produtos 4 base de frutas com
altos teores de vitamina A, C e fibras estd associado a prevengdo de diversas doengas como

cancer, distirbios corondrios, excesso de colesterol ete. (COUNSELL & HORNING,1981)

O tamanho da fruta pode variar de 1 2 2,5 cm, o didmetrode 1 adcmeopesode2 a
15 g (ALVES & MENEZES, 1995). O tamanho e outros atributos de qualidade da acerola,
tais como: sélidos soluveis, acidez total ¢ vitamina C, além de screm afetados pela
desuniformidade dos plantios, sofrem influéncia de fatores ambientais, principaimente
precipitagbes pluviais excessivas e de fatores pés-colbeita (ALVES,1996). A intensidade do
sabor dcido da acerola estd dirctamente relacionado com o teor de dcido ascérbico presente

no fruto.

A culturs da acerola representa uma alternativa de diversificagdo para os pequenos
produtores, e também ¢ geradora de empregos, pois sua classificaciio e colheita sio feitas

manualmente ¢ exigem intensivo emprego de mio-de-obra.
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Os niveis de 4cido ascorbico na fruta dependem de fatores como: mecanismos de
producdio ¢ condiges climaticas; estadio de maturacdo ¢ posi¢8o para receber a Iuz na
arvore, espécie e variedade; pardmetros usados para processamento dos seus produtos,
condigdes de manuseio e armazenamento dos frutos e dos produtos processados
(NAGY,1980).

No mercado interno, a acerola é comercializada principalmente na forma in natura
ou de polpas congeladas, e seu maior mercado estd nos sucos naturais. Para definir o prego
do kg da acerola sfio utilizados os critétos de coloragfio, tamanho e uniformidade. A
tendéncia, entretanto, € que os teores de acido ascorbico passem a estabelecer o prego do
produto (VIGLIO, 1993).

A cor dos produtos de acerola ¢ muito apreciada pelos consumidores. Dependendo
da variedade, o fruto pode apresentar cores vermelhas, ama.relas—laramadas vermelho-

purpura € até cor de rosa.

De acordo com o processamento da fruta encontram-se diferentes produtos como:
sucos (integral, concentrado, e liofilizado), refrigerantes, geléia, balas, licores, bombons,
goma de mascar, néctares, purés, sorvetes, cremes, capsulas de vitamina C, compotas,
xarope, conserva (BENSIMON, 1991; OLIVEIRA, 1997, OLIVEIRA, 1996; ROCHA,
1988).

Na indistria alimenticia, o suco tem sido wutilizado para enriquecer oS sucos &
néctares de outras frutas com menor teor de dcido ascorbico, saladas de frutas, alimentos
infantis etc. £ utilizado também na industria de conservas como antioxidante natural, na
preservacdo de frutos enlatados, secos ou congelados, de iogurtes (ARAUJO & MINAMI,
1994; COUCEIRO, 1985; ASENJO & MOSCOSO, 1950 citado por FIGUEIREDO, 1998).

Embora o mercado interno e externo esteja acreditando nos investimentos com
produtos de acerola, existe o fantasma da perda da qualidade do produto ao longo da
estocagem. De acordo com o processamento, acondicionamento, condi¢des ¢ tempo de
armazenagem, o produto de acerola perde sua coloragiio ¢ também diminui seu teor de

acido ascorbico, chegando em alguns casos a ser maior que 50%.
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Os principais mecanismos de degradagio do 4cido ascérbico: enzimético (pela
enzimas como citocromo oxidase, acido ascorbico oxidase e peroxidases) e ndo enzimatico
(reagBes aerdbicas e anaerdbicas), diminuem o potencial da vitamina no fruto ¢ em seus
produtos. Desta forma sfio necessdrias operagdes tecnolégicas como desaeragdo,
pasteurizacdo, uso de antioxidantes etc, que minimizem essas perdas (NAGY,1980). Os
agticares influenciam na estabilidade da vitamina C. Dos trés maiores agiicares encontrados
na fruta (frutose, sacarose ¢ glicose), a frutose reage com 0$ grupos de carbono do acido
ascorbico, quebrando e reduzindo o potencial de vitamina C (NAGY etal,, 1977).

Ao final de longo tempo de armazenamento, € visivel a2 mudanga de coloragio dos
produtos de acerola, passando de vermelho ou alaranjado para amarelo e tornando-se
finalmente escuro com tonalidade marrom. Esse escurecimento ¢ resultado da degradagéo
da vitamina C e dos pigmentos vermelhos, as antocianinas, encontrados na composi¢ao
quimica da acerola. Segundo BOBBIO & BOBBIO (1992), tanto a oxidagio aerébica
quanto a anaerdbica da vitamina C leva & formagdo de furaldeidos, compostos que
polimerizam-se facilmente, com a formagiio de pigmentos escuros. Torna-se necessario
desenvolver melhores meios para controlar as inferagdes entre os constituintes dos sucos
para reduzir as mudangas deletcrias (HANDWERK & COLEMAN,1988).

Viarias pesquisas tém sido realizadas para elucidar os fatores que levam & mudangas
do contetido de vitamina C em produtos de frutas (ACHINEWHU & HART, 19%4;
ASENJO, 1959; CID et al,1991; EWAIDAH, 1992; FIGUEIREDO et al., 1986;
GOLDONI et al., 1981; JOHNSON et al., 1995). Também tém-se intensificado muitos
estudos acerca das interagbes enire a vitamina C e as antocianinas (FRANCIS,1989; LAN
et al., 1996, POEI-LANSTON & WROLSTAD, 1981; SHRIKHANDE & FRANCIS,
1974; SKREDE et al., 1992). Alguns estudos mostraram que a presenca de aglcares como
frutose, em solugBes ou produtos contendo antocianinas, apresentaram efeitos deleterios
para o pigmento (LAN et al, 1996) ¢ a adigdo de tanino e/ou acido ascOrbico emt um
modelo de bebida com antocianinas incorporadas resuitaram em marcada perda do
pigmento e, portanto, da cor (SHI, LIN & FRANCIS, 1992).
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Os principais pigmentos responsaveis pela coloragiio vermelha ou laranjada da fruta
¢ dos produtos de acerola sio antocianinas, Tais pigmentos, entretanto, sdo fortemente

afetados pelo processamento, especialmente tratamento térmico.

Os pigmentos da acerola estio concentrados particularmente na casca do fruto.
Algumas variedades de acerola apresentam a casca bastante pigmentada e a polpa quase
branca e outras apresentam a polpa amarela ou laranja com a casca vermelha, enfim a
coloragio principal do produto ¢ devida a pigmentago da casca,

As antocianinas, substincias fenélicas, sio glicosideos de antocianidinas, derivados
poliidroxilados do fon flavilium. Pertencem a classe de compostos contendo uma estrutura
basica de 15 carbonos, conhecidos coletivamente como flavonédides (SILVA, 1996;
GUEDES, 1993),

Existe na literatura um vasto estudo acerca da estabilidade das antocianinas
(MARKAKIS, 1982; STRINGHETA, 1991; CHANDRA et al, 1993; CHAN &
YAMAMOTO, 1994; BAKKER & TIMBERLAKE, 1997; GARCIA-VIGUERA et al.,
1998).

O objetivo deste estudo foi a determinagio de caracteristicas fisicas e quimicas da
polpa de acerola submetida 2 diferentes tratamentos ¢ verificar a estabilidade da sua
composi¢do ¢ a influéncia do tipo de embalagem e tipo de armazenamento durante 180
dias.

2- MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima.

Para este trabalho foram utilizadas frutas de acerola, obtidas de produtores da regido
de Campinas em diferentes épocas quase totalmente maduros. Os frutos, apés selegdo e
acondicionamento, foram armazenados a -18°C até a data de processamento da polpa, 7

dias apds a colheita.

80



Estudo das caracteristicas fisicas e quimicas da polpa de acerola

2.2. Métodos
2.2.1. Preparo da matéria prima
2.2.1.1. Selecio

Apo6s a colheita dos frutos, no mesmo dia, foram selectonados manualmente, no

laboratério, somente os que estavam maduros e sem injurias.
2.2.1.2, Lavagem

Apos uma lavagem inicial com dgua potdvel, para retirada das impurezas, as frutas
foram imersas em um tangue de aco inoxidavel contendo soluggio de hipoclorito de sodio na

concentragio de 20 ppm, durante 15 minutos.
2.2.1.3. Embalagem

As frutas foram acondicionadas em sacos de polietileno contendo 1000 gramas em

cada saco.
2.2.1.4. Armazenamento

As amostras de frutas foram armazenadas em camara a -18°C até o processamento

da polpa de acerola.
2.2.2. Processamento da polpa de acerola

2.2.2.1. Extraciio em planta piloto

Esta operagdio foi efetuada em um extrator inclinado com bragos de escova da
marca BERTUZZI, cuja capacidade ¢ de aproximadamente uma 1000kg/h, com peneira de
0,8mm de didmetro de furo. As polpas obtidas por este procedimento foram designadas no
estudo de polpas obtidas em extrator (industrial) ou polpas obtidas em planta piloto.

2.2.2.2. Extracio em laboratério

Esta operagio foi efetuada em liquidificador doméstico, em seis amostras de 500
gramas de cada vez ¢ posteriormente passadas por uma peneira de 0,8mm de didmetro de
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furo e acondicionadas em vidros para as analises fisico-quimicas imediata & extracio. As
amostras cujas andlises ndo foram possiveis de realiza-las no mesmo dia de extragio foram

Jateadas com N, e armazenadas a —18°C,

As polpas obtidas por este procedimento foram dentificadas neste estudo como
“polpa doméstica™,

2.2.2.3. Tratamento térmico
a) Inativacio

Parte da polpa extraida no extrator foi destinado ao tratamento térmico chamado neste
experimento de inativagio térmica (branqueamento). A polpa foi colocada de uma s6 vez
no tacho inoxiddvel, encamisado, até atingir 85 + 2°C e ai permanecendo por 5 minutos,
sendo imediatamente envasada, recravada ¢ resfriada.

b) Pasteurizacio

Parte da polpa extraida na despolpadeira (extrator) foi tratada termicamente em um
pasteurizador com trocador de calor tubular a uma temperatura de 94+1,20°C por 45
segundos de tempo de retengo. A polpa pasteurizada foi dividida em duas partes: uma foi
desaerada (PPD) ¢ 2 outra ndio desaerada (PPSD) (Fig.1).

O fluxograma (Fig. 1) indica as €tapas em que se procederam todos os tratamentos
dados 4 polpa de acerola. Na Tabela 1, estio apresentados os valores médios de temperatura
utilizados nos tratamentos térmicos das polpas de acerola. Para medir as temperaturas foi
utilizado um termdémetro digital, exceto para entrada de pasteurizagio cuja leitura ¢ dada
automaticamente pelo equipamento.
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TABELA 1. Parimetros de temperatura média da

desaeracdo da polpa de acerola

inativagdo, pastéurizagio e da

Inativaciio Pasteurizacio Desabracﬁol
°C final Envase Entrizda Saida |Envase Entrada Saida |Envase
(PPSD?) (PPCD’)
85+2°C 80+2°C 8042°C | 94+1,2°C | 90%°2C |92 £1,3°C 802°C | 85+2°C

1-procedimento realizado em winel de exaustio, 2- polpas pasteurizadas sem desaeragdo; 3- polpa

pasteurizada com desaeracio

2.2.2.4. Acondicionamento € fechamento

Cada polpa obtida na extraglio apds os tratamentos devidos foi dividida em duas
partes: uma foi acondicionada em latas com capacidade de 350 mL (89,3mm x 92,9 mm) ¢
a outra em vidros transparentes com capacidade de 150mL. As latas tinham o corpo
revestido internamente com uma primeira camada de 2,5 fng/m2 de verniz epoxi-fendlico e
uma segunda camada de 4,0 mg/m? de verniz resinoso, enquanto a tampa € o fundo eram
revestidos por 6,0 mg/m? de verniz 1esinoso. O fechamento das latas foi em recravadeira da
marca JOHN REINE, modelo 710. O fechamento dos vidros foi manual com tampa garra-

tor¢éo.

As embalagens das polpas tratadas termicamente foram invertidas por 3 minutos
imediatamente apos o fechamento, seguido de imersao em tanque inoxidavel com corrente
de Agua a uma temperatura ambiente (20°C) até seu resfriamento, para depois proceder-se 0

armazenamento das amostras.

As latas e os vidros foram lavados e esterilizados em estufa a 100°C/45min antes de

serem usados para acondicionamento das polpas.
2.2.2.5. Armazenamento

Os lotes das polpas sem tratamento térmico € inativagdo foram armazenados a —
18°C e os lotes das polpas pasteurizadas com € sem desaeragio foram armazenadas a
temperatura ambiente. Todas as amostras acondicionadas em vidro foram armazenadas em

ambientes protegidos de luz.
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FIGURA 1. Fluxograma das etapas realizadas durante o processamento da polpa de acerola
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Apés todos os tratamentos dados as polpas de acerola, o experimento contou com 8
tipos de amostras, as quais serdo abordadas no trabalho com 0s seguintes codigos:
PSTTV polpa sem tratamento térmico armazenada em vidro
PSTTL  polpa sem tratamento térmico armazenada em lata
PIV polpa inativada armazenada em vidro
PIL polpa inativada armazenada em lata
PPSDV  polpa pasteurizada sem desaeragéo armazenada em vidro
PPSDL  polpa pasteurizada sem desaeragdo armazenada em lata
PPCDV  polpa pasteurizada com desacragio armazenada em lata
PPCDL  polpa pasteurizada com desaeragio armazenada em lata

Além dessas polpas foram também realizadas algumas analise comparativas a
“polpa doméstica™ que aparecera no texto com a sigla PD.

Para mostrar a diferenca entre os tempos de armazenamento, €m algumas tabelas
foram usadas as siglas: To, T1, T2, T3, Ts, Ts, € T as quais indicam os tempos zero, ¢ 1, 2,

3, 4, 5 e 6, respectivamente, meses apos o processamento.

2.3. Anilises quimicas, fisico-quimicas e fisicas

2.3.1. Acidez total titulavel
Segundo o método 22.038 da AOAC (1984), associada a leitura potencidmetro e

considerando-se o ponto de viragem em pH 8.1. Os resultados foram expressos em

porcentagem de 4cido citrico € acido malico.

2.3.2. Solidos totais
Foi realizado de acordo com o método 22.018da A Q.AC. (1984).

2.3.3. Acido ascérbico

Foi determinado pelo método de titulagdo com 2,6-diclorofenol indofenol
(AOAC, N° 43.036, 1984), modificado por BENASSI (1990), com novas modificagdes

descritas no capituto III sobre o método.
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2.3.4.Antocianinas totais
Foi determinada segundo a metodologia descrita por FULEKI & FRANCIS (1968).
2.3.5. pH

O pH foi determinado em potencidmetro da marca MICRONAL, tipo B-374, com
calibragiio feita com solugdes tampdes de pH 4.0 e 7.0.

2.3.4. Solidos soliEveis (°Brix)

O teor de solidos soliveis (°Brix) foi determinado por leitura direta em refratémetro
marca CARL ZEISS (JENA), modelo 32-G 1 10d, com corregéio de temperatura (20°C),

2.4.Anilise microbielégica

As amostras foram analisadas quanto d contagem total de fungos e leveduras usando
o meio RDBC (Dich]oran—Bcngalrot—ChloramphenicoI-Agar—Base, meio especifico para
SuCos citricos), incubando-se a 23°C por 5 dias; bactérias meséfilas em placas (Plate Count
Agar) usando-se incubacdo a 35°C e diluigdes 10‘1 a 107 por 48 horas e contagem de
coliformes totais e fecais por dilui¢Ges em tubos.

A metodologia seguiu padrées descritos pelo MINISTERIO DA
AGRICULTURA(1974). O armazenamento do RDBC foi em recipientes envolvidos com
folha de aluminio, para proteger de possivel contato com a luz do refrigerador. O preparo
inoculagio no meio RDBC foram realizados em ambiente com o minimo de Iuz. As
analises foram realizadas nos tempo 0, 60, 120 e 180 dias apds data de processamento.

2.5. Metodologia estatistica

Segundo o planejamento do experimento, foi considerado um plano fatorial com dois
fatores, embalagem e tratamento das polpas, variando em dois (0 e 1) ¢ quatro niveis 0, 1,
2, € 3), respectivamente. Devido & suspeitas da possivel influéncia do tempo nas medigdes
das andlises quimicas, ele foi introduzido no experimento como um fator de blocagem, A
magnitude desta influéncia foi testada nas analises. As analises estatisticas foram feitas
testando a influéncia da embalagem, do tratamento das polpas e do tempo de
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armazenamento. Além disso, foi realizado um estudo de comelagiio ampla entre as analises
quimicas testadas, tempo de armazenamento e embalagem usada. Para avaliagdo dos
resultados de caracterizagdo das polpas ¢ dados experimentais com trés repeti¢des, foi
empregada a analise de varidncia (ANOVA) e a significdncia determinada pelo emprego do
teste F (p<0,05). A comparagdo entre as médias foi feita pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (DRAPER & SMITH, 1981; GOMES, 1990; MEAD & CURNOW,
1987, MONTGOMERY, 1991; MONTGOMERY & PECK, 1992; THE SAS SYSTEM,
1992; STATISTICA,1995)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do armazenamento sobre os teores de acido ascorbico

Os teores de acido ascérbico, foram monitorados nos diferentes processados. Os
resultados destas andlises estio apresentados na Tabela 2. A partir da Tabela 2, 0s
tratamentos dados as polpas de acerola que apresentarem a0 final das siglasaletraV ou L,
designari o tipo de embalagem das referidas polpas, que correspondera a vidro(V) ou lata

(L).

Para se verificar o nivel de degradagio dos teores de acido ascorbico pelos diferentes
tratamentos dados as polpas de acerola, tomou-s¢ COmMO padriio a polpa PSTT. Na
comparagdo entre médias (Anexo 1,cap.IV) de um tratamento contra outro acerca da, pelo
teste de Tukey, incluindo-se a polpa doméstica verificou-se que somente a comparagéo
entre a polpa PSTT (polpa sem tratamento térmico) ¢ a polpa PI (polpa inativada) néo
mostrou diferenca significativa ao mivel de 5% de probabilidade. No entanto, nesta
comparagio, o valor de probabilidade foi p= 0,0552 por isso & considerado muito arriscado
para se afirmar que ndo ha significincia entre os tratamentos, por €star no limite do nivel de

5% de probabilidade.
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TABELA 2. Teores médios de acido ascorbico ¢ suas respectivas estimativas de desvios
padrbes em polpa de acerola durante o armazenamento de 180 dias

Tratamentos da polpa de acerola

Tempo Polpa
(dias) | domés- | PSTTV | PSTTL | PIV PIL | PPSDV | PPSDL | PPCDV | PPCDL
tica (%) (%} (%) {%) | (%) (%) | (%) | (%)
0 1078,07 | 1167,52 | 1167,52 | 1146,64 | 1146,64 | 111213 1112,13 [ 1030,67 [ 1030,67
(:67) . | (8,35% | (8,35)s | (9,51)5 | (9,51, | (2,93), (2,93): | (2,84) 4 | (2,84)4
Teores 30 1103,66 § 1116,00 | 1075,54 1 1086,00 | 1010,30 | 1016,36 | 971,33 974,91
de (11,68) | (4,14) | (7,17) | (9,09) | (2,98) (2,49 | (2.33) | (2,42
scido 60 1083,64 11099,31 1 1054,27 [ 1060,00 | 546,11 | 957,13 911,16 | 922,07
ascorbi (8.32) 1(10,40) | (9,05) | (6,95) | (3,99) | (4,55 (2,63) | (6,07)
o 90 1037,33 | 1065,30 | 1038,36 [ 1041,28 | 839,60 | 845,13 | 797,39 800,10
g/ 1008 (12.16) | (8,14) [ (6,11) | (10,74) | (6,91) | (8,80) | (6.85) (4,37)
120 976,66 | 1007,47 | 1025,36 [ 1020,48 | 819,98 | 825,61 | 776.53 781,44
(A4 1 (12,65 | (6,07 | 391) | (2,94) | (3,20) (6,70) | (2.98)
150 969,59 | 995,94 | 950,40 958,90 | 775,44 | 77711 749,32 | 756,33
G31) | G.16) | B,15) | (474) | (3,94) | (4,65) 4,36) | (3,26)
180 908,78 | 946,73 | 909,15 | 923,70 | 744,04 | 753,53 | 720,56 728,42
| (6.32) 1 (627) | 3,43) | (6,78) | (2.60) | (1.11) | ¢ 1,38) | (2,07)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTT - polpa sem tratamento térmico em lata congeladas
PIV - polpa inativada em vidro e PIL- polpa mativada em lata congeladas

PPSDY - polpa pasteurizada sem desaeraggoem vidro; PPSDI. — polpa pasteurizada sem desaera¢fo em lata
PPCDY - poipa pasteurizada com desaeragfio em vidro; PPCDL — polpa pasteurizada desaerada em lata
Letras mintisculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p< 0,05);

De acordo com a Tabela 2, a comparacdo entre os teores de AA (acido ascdrbico) da
polpa doméstica e da polpa obtida pelo extrator, sem tratamento térmico indicaram um
aumento de 7,67 % de acido ascérbiéo. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a
polpa produzida em Iaboratério apresenta um rendimento muito menor do que aqueia
produzida em maior escala: além disso, o extrator ¢ muito mais eficiente na retirada da
polpa do que o um processador doméstico. Isto significa que os resultados de laboratorio
podem subestimar os valores obtidos em escalas industriais, especialmente se ndo for

seguido uma amostragem estatisticamente adequada.
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Na tabela 2 os resnltados mostraram os valores de degradagdo do cido ascorbico de
zero a seis meses de acordo com o tratamento dade ds polpas de acordo com scus
respectivos tipos de embalagens (vidro e lata). Nessa tabela, as polpas congeladas sem
tratamento térmico, em vidro e em lata (PSTTV e PSTTL) apresentaram degradacio do
4cido ascérbico de 22,16% e 18,91%, respectivamente; nas polpas congeladas, inativadas
termicamente (PTV e PIL) degradagio foi de 20,71 ¢ 19,44%, respectivamente; nas poipas
pasteurizadas sem desaeragao, armazenadas & temperatura ambiente (PPSDV e PPSDL), a
degradagio foi de 33,10 e 32,24%, respectivamente; ¢ nas polpas pasteurizadas com
desaeragfio, armazenadas 4 temperatura ambiente (PPDV e PPDL) a degradagdo foi de
30,09 e 29,33%, respectivamente.

TABELA 3. Perda dos teores de écido ascorbico, em porcentagem, em polpa de acerola

durante 0 armazenamento, €M MESES CONSECULIVOS

Tratamentos da polpa de acerola
Diferenca

entre
Tempo PSTTV | PSTTL | PIV PH. | PPSDV | PPSDL | PPDV | PPDL

(dia)
Tso-To | -5,47 4,62 -6,20 -5,29 9,16 -8,61 5,76 -5,41
(615 | (6,59 | (3,88 | (630) | (296) | 2.72) (2,60) | (2.64)
Perda Ter-Ts0 1,81 1,52 -0,68 239 6,35 -5,83 -6,19 -5,42
de (536) | (792) | (&13) | (0D | G52 | (3.67) (2,49) | (4,62)
icido | TorTa 4,27 3,19 -1,51 177 | -11,26 | -11,70 | -1249 | -13,23
. G55 | @79 | 415 | 608 | 564 | (7.0 | (19 (5,.29)
bico | T120-To0 -5,85 -5,43 -1,26 -1,99 2,34 2,31 2,61 2,33
(mg/100g) (4,94) (5,64) (6,09) (4,08) ;3D (6,62) (6,78) (3,74
TisyrTpe -0.72 -1,14 -731 -6,03 -5,43 -5,87 -3,50 3,21
(3.38) | (622) | (448) | (435 | (48 (3.99) | (5,65 | (312
Tiss-Tisa | 6,27 -4,94 4,34 -3,67 4,05 3,03 3,34 -3,69
(5,05 | 457 | 329 | (585) | (3349 G238 | 323y | 2.73)
Totalde | 22,16 18,9 20,71 19,44 33,09 | 3224 | 30,09 29,33

Perda

(0-6meses)

T3a:? o significa diferenca entre 30 dias e o dia zero de armazenamento...

PSTTV- Polpa scm tratamento térmico em vidro ¢ PSTTL - polpa sem tratamento térmico em lata congeladas
PIV ~ polpa inativada em vidro & PIL- poipa inativada em lata congeladas;

PPSDV — polpa pasteurizada sem desagragio em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desacragio em lata
PPCDV —polpa pasteutizada com desaeragao vidro:; PPCDL — polpa pasteurizada desacrada em lata
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Na Tabela 3 estdio apresentados os resultados médios de degradagiio em meses
consecutivos, dos teores de 4cido ascdrbico, em porcentagem, durante o armazenamento de
180 dias.

De acordo com a Tabela 3, as amostras de polpa de acerola, congeladas, (PSTTV,
PSTTL, PIV, PIL) apresentaram uma redugdo acentuada nos teores de acido ascorbico a
partir de 90 dias de armazenamento, enquanto as amostras pasteurizadas, armazenadas a
temperatura ambiente (PPSDV, PPSDL, PPDV, PPDL), comegam a mostrar acentuada
redugio do 4cido ascorbico a partir de 30 dias de armazenamento. Portanto, as polpas
pasteurizadas, as quais foram submetidas ao tratamento trmico de pasteurizacfo,
apresentaram tendéncia a degradar mais o 4cido ascérbico a cada 30 dias de

armazenamento, nas condigdes ambientes.

Pelos dados da Tabela 3, também pode-se observar a vaniacdo nos teores de acido
ascorbico da polpa de acerola durante o armazenamento. Os resultados foram analisados
pela diferenca entre meses consecutivos de armazenamento. As amostras congeladas, sem
tratamento térmico (PSTTV e PSTTL), mostraram menor diminui¢Zo do acido ascérbico
nos periodos de 30 para 60 dias ¢ de 120 para 150 dias.

As amostras pasteurizadas (PPSDV, PPSDL, PPCDV e PPCDL) apresentaram
perdas mais acentuadas até 90 dias de armazenamento. Apos esse periodo, nota-se que as
perdas do 4cido ascoérbico ocorreram em porcentagem menor, com valores semelhantes as
amostras ndo pasteurizadas, congeladas. Ao final de seis meses, as amostras congeladas
sem tratamento térmico e as congeladas inativadas tiveram uma perda de 18,9 a 22,16 % do
acido ascorbico, enquanto as amostras de polpa pasteurizadas tiveram uma perda que
variou de 29,33 a 33,09 %. Estas tiltimas também apresentaram maior perda na coloragéo e
maior formagéio de pigmentos escuros, possiveis de ser visualizadas,

A oxidagiio da vitamina C produz compostos com radical carbonila que reagem com
grupos amino e por polimerizagZo produzem pigmentos escuros, 0s quats s&o responsaveis
pelo escurecimento dos sucos que contém dcido ascérbico (GRAUMALICH et al., 1986 ).
Apesar do efeito acelerador do oxigénio sobre a degradagio do 4cido ascorbico, esta ocorre
preferencialmente em condigdes anaerdbicas e produz igualmente reacdes de escurecimento
(GARCIA & ALVES, 1993).
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Ao final dos seis meses de armazenamento houve uma diferenga significativa (p< 0,05)
na degradagiio do 4cido ascorbico entre as amostras congeladas e as ndo congeladas,
tratadas termicamente. Os valores obtidos nesta investigagio sio semelhantes aos valores
encontrados por SANCHEZ-NIEVA (1955), ROCHA(1988) nos estudos com suco de
acerola pasteurizados, estocados 4 temperatura ambiente. Quanto & polpa sem tratamento
térmico, congelada a —18° C, os resultados para as perdas de acido ascérbico deste estudo
foram relativamente menores quando comparado aos valores encontrados por QLIVA
(1995).

Um dos fatores que tem influéncia direta na degradagdo do acido ascérbico na acerola €
o estadio de maturagiio do fruto e os tratos pds colheita. Varios autores encontraram valores
mais altos para frutos mais verdes ¢ a medida que amadurecem os teores do acido ascorbico
diminuem (SILVA & MENEZES, 1997, CARVALHO & MANICA, 1993;
MEDEIROS, 1969; NAKASONE et al., 1968; ITOO et al., 1990). Como a acerola tem uma
vida pos colheita curta (ALVES,1996; LOPEZ, 1963) exige ser condicionada
adequadamente para diminuir o risco de perecibilidade mais rapido.

No manuseio das frutas pode haver ruptura do material celular, promovendo a
liberagdo de enzimas como ascorbase oxidase e¢ polifenoloxidase, que em presenca de
oxigénio, catalizam a oxidagao do acido ascorbico, diminuindo o teor da vitamina C
(ASENJO, 1959; ASENJO, 1980). As ortoquinonas, produtos da atividade da
polifenoloxidase, parecem estar relacionadas a oxidagio do é&cido ascorbico € Outros
constituintes (NAKASONE et al,, 1966: PANTASTICO, 1975). Para NOGUEIRA et al.
(1997), a presenga do elevado teor de tanino na acerola pode ter grande importncia na
conservagio da vitamina C, mesmo depois da polpa ser submetida a tratamento de alta

temperatura.

Neste estudo, a andlise de degradagdo do 4cido ascorbico, considerando-se o tempo
zero até o final de 6 meses de armazenamento, comparando-se as amostras congeladas (sem
tratamento térmico e inativadas termicamente) e ndo congeladas tratadas termicamente
houve diferenga significativa a nivel de 0,05%. Nio houve diferenga significativa no total
de perdas do 4cido ascorbico, nas polpas de acerola congeladas sem tratamento térmico €
nas polpas inativadas termicamente. AS polpas pasteurizadas desacradas apresentaram

9
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valores menores de degradagio do acido ascorbico comparativamente as polpas sem

desaeragio.

Vale ressaltar, que durante o armazenamento das polpas de acerola, ocorreu um
estufamento das latas, observavel a partir do segundo més de armazenamento nas polpas a
temperatura ambiente € apés o quarto més nas polpas congeladas. As polpas
acondicionadas em vidros transparentes com tampa tipo garra-tor¢dio ndo permitiram
verificar claramente esse fendmeno, nesse mesmo periodo, talvez devido a tampa ser mais
resistente. Entretanto, ao final de seis meses, foi possivel notar uma mudanga na pressio
para abrir a embalagem, provavelmente pelo vécuo formado apds o enchimento a quente €

posterior resfriamento.

As polpas enlatadas também apresentavam a polpa mais separadas do soro e maior
dificuldade para homogeneiza-la do que as acondicionadas em vidro. As andlises
microbiolégicas mostraram auséncia de microrganismos produtores de gases. De acordo
com GARCIA E ALVES (1993), a estabilidade dos sucos de frutas esta relacionada com a
ocorréncia de reagdes quimicas complexas que comprometem suas qualidades
organolépticas (aroma, sabor, cor, consisténcia, estabilidade da turbidez, separacdo das
fases sélido/liquido, etc.) e que também acarretam perdas nutricionais de vitaminas.

Dados experimentais tém indicado que o estufamento apresentado nas embalagens
de polpa de acerola, estd relacionado com a produgiio de CO; oriundos da decarboxilagdo
do 4cido 2,3-dicetogulénico ( ASENJO, 1959; SANCHEZ-NIEVA,1955), formado a partir
da degradacio do acido ascdrbico (NAGY,1980) utilizando o oxigénio livre. De acordo
com POLLARD & TIMBERLAKE (1971), em condigBes anaerdbicas, o cido ascérbico
rende aproximadamente quantidade equimolar de dixido de carbono (CO,) e furfural,
sendo o primeiro o principal responsavel pelo estufamento de produtos enlatados que

continham grandes quantidades de 4cido ascérbico.

De acordo com os resultados estatisticos (Anexo 2, cap.IV), o tempo de
armazenamento influenciou significativamente a4 nivel de 5% nos valores do acido
ascorbico, sendo o comportamento essencialmente linear, indicando que a medida que

aumenta o tempo de anmazenamento, também aumenta a degradacdo do dcido ascérbico.
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Para verificar as interagdes dos principais efeitos do processamento nos teores do
AA foi feita uma ANOVA detathada (Anexo 3, cap. IV) com rigorosa anilise de residuo
onde ha evidéncia de normalidade nas provas diagnosticas (Anexo 3.1, capIV). Os
resultados desta ANOVA mostraram que o tempo de armazenamento, o tipo de embalagem
e o tipo de tratamento dado s polpas de acerola foram significativos. Todavia, analisando-
se as interagbes pode-se verificar que os efeitos tempo versus tratamento ¢ embalagem
versus tratamento foram significativos, porém a interagio tempo versus embalagem,
mostrou ndo ser significativa; logo, o tipo de acondicionamento da polpa de acerola (vidro
e de lata) nos diferentes tratamentos, influenciou significativamente os teores de AA.

3.2. Efeito do armazenamento sobre os teores de antocianinas

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram os valores de antocianinas totais
da polpa de acerola submetidas a  diferentes tratamentos durante ¢ tempo de
armazenamento de 180 dias. Considerando-se o periodo de armazenamento, verifica-se
que, 4 medida que aumenta o tempo € quanto maior for o tratamento térmico nas polpas de
acerola maior ¢ a diminuigéio do valor das antocianinas. Posteriormente, sera discutida a
questdo da influéncia de todas as variaveis envolvidas no processamentc € armazenamento

da polpa de acerola, por intermédio das analises estatisticas.

Ao final de 180 dias de armazenamento, ndio foi possivel calcular o teor de
antocianinas totais para as polpas pasteurizadas porque os valores encontrados através da
espectroscopia mostravam resultados muito baixos, ndo confidveis para calculos, por

estarem fora do previsio pela Lei de Beer.

De acordo com a Tabela 4, os valores médios das antocianinas, comparando-se a
polpa doméstica e a produzida em planta em planta piloto ( no extrator) sem tratamento
térmico, apresentaram diferenga significativa, no tempo zero de processamerto. A polpa
doméstica obtida em laboratério apresentou menor concentragdo de antocianinas quando
comparada com a obtida no extrator. Essa significativa diferenga (p<0,05) pode ser
explicada pelo fato de que o rendimento proporcional da polpa doméstica, € muito reduzido
quando comparado ao da polpa sem tratamento térmico (PSTT) obtida em extrator. Outra
explicacio pode ser dada ao fato da despolpa em extrator ter maior efeito de pressdo pelo
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equipamento industrial que o equipamento doméstico. Assim, quanto mator a pressdo no
¢xtrator industrial, maior o volume de polpa obtido, e maior a concentracdo das substincias
que compdem o fruto. Sendo a extragdo mmais eficiente maior, ¢ a concentraciio de

pigmentos também.

TABELA 4. Teores médios de antocianinas totais e suas respectivas estimativas de
desvios padrées, em polpa de acerola armazenada por 180 dias

Tratamentos da polpa de acerola j
Tempo
@ias) | powpa | pSTIV | BSTIL | PIV PIL | PPSDV | PPSDL | PPDV | PPDL
domés- | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
tica
O | 2L17. 12548, | 2548, [ 17,09, | 17,09, | 10,20, | 10,20, 10,234 | 10,23,
©10) | (0.01) | (©01) | (0,001) | (0,001) | (0,09 | (0,04 0,01) | (0,01)
Teor 30 2490 | 2476 | 1628 | 1635 | 863 | 879 | 6.16 | 6.15
©02) 1 001 | ©O1) | 0,03 | (001 | 001)| (0,02) (0,001)
de _ 60 2377 | 8,54 | 1556 | 1560 | 494 | 496 | 385 | 357
antoct- (0.22) | (0,17) | (0,09) | (0,08) 0,04y | (0,05) | (0,05 | (0,03)
aminas | ——o 2289 | 2257 | 1471 | 1485 | 317 | 320 | 293 2,67
(mg/100g) ©44 | ©.19) | ©0n | 009 | 002) | (001) | ©02) | (002)
120 2195 | 21,60 | 1406 [ 1418 | 138 | 155 | L6l | 120
0.18) | (0.,02) | (0,01 | (0,09 0,04y | (0,01) | (0,02) | (0,02)
150 2061 | 2025 | 1325 [ 1337 | 1,26 | 143 | 147 | 110
©.02) | (0.20) | (003) | (©.07) | (0.01) | (0,02) | (0,005) | (0,02)
180 1994 [ 1963 | 1261 | 12.80 | nd ad nd nd
(0,01) | (0,02) | (0,004 {0,003)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro ¢ PSTTL - polpa sem tratamento témmico em lata,
congeladas

PIV — polpa inativada em vidro e PIL- polpa inativada em lata, congeladas

PPSDV - polpa pasteurizada sem desaeragiio em vidro; PPSDI. — polpa pasteurizada sem desaeracio em lata
PPDV — polpa pasteurizada com desaeragdo em vidro; PPDI. - polpa pasteurizada desaerada em lata

Letras minfisculas diferentes na mesma inha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

nd — ndo determinado

Para estudar o efeito do tratamento das polpas de acerola no tempo zero sobre os

teores de antocianinas, foi feita uma comparacio das médias. O resultado indicou uma
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diferenca altamente significativa entre os cinco tratamentos a nivel de 0,05 % de
probabilidade dado pelo teste de Tukey. Quando se compara um tratamento contra outro
(Anexo 4,cap.IV) verifica-se que todos os tratamentos influenciaram diretamente nos
teores de antocianinas, exceto a comparago entre a polpa pasteurizada ndo submetida a
desaeragio (PPSD) contra a polpa pasteurizada com desaeragBo (PPD), que ndo
apresentaram diferencas significativas entre si. Portanto, o efeito de desaeragdo na polpa

pasteurizada ndo foi importante no teMpo zero.

Os resultados da Tabela 5, mostram as diferencgas, em porcentagenm, dos teores de
antocianinas totais nos periodos consecutivos de armazenamento. De acordo com o0s
resultados apresentados nesta tabela, os teores de antocianinas totais das polpas congeladas
apresentaram perdas muito inferiores em relagfio as polpas néo congeladas pasteurizadas,
sendo que as primeiras mostraram maior degradagdo das antocianinas no periodo de 120 a

150 dias de armazenamento.

As polpas congeladas sem tratamento témico (PSTTV ¢ PSTTL) tiveram uma
perda de antocianinas de 2,28 a 2.82% no periodo de zero a 30 dias de armazenamento,
enquanto que as polpas inativadas congeladas (PIV e PIL) nesse periodo tiveram uma perda
de 4,74 € 4,33%.

Analisando-se os resultados das polpas pasteurizadas nao congeladas, sem e com
desaeragiio (PPSD e PPCD) observou-s¢ uma perda que variou de 13.91 a 15,48%¢ 10,48 a
10,56%, respectivamente, no primeiro més de armazenamento. Estas ltimas tiveram maior
porcentagem de perdas de antocianinas nos periodos de 30 a 60 dias ¢ 90 a 120 dias,
respectivamente. Ao final de seis meses de armazenamento as polpas sem tratamento
térmico (PSTTV e PSTTL) apresentaram perdas de 21,74 € 22,96%, respectivamente, das
antocianinas totais ¢ as polpas inativadas termicamente (PIV e PIL) tiveram uma perda de
26,21 ¢ 25,10 %, respectivamente; €ssas diferengas foram significativas a nivel de 5% de
probabilidade. A polpa inativada, teoricamente, estd mais protegida da aglio enzimatica, no
entanto o efeito térmico da inativagdo permitiu grande vulnerabilidade a degradagéo das

antocianinas.

As antocianinas sdo severamente danificadas durante o processamento de frutas

(MARKAKIS, 1982). A velocidade de degradagdo das antocininas em sistemas modelos €

e R RS S
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sistemas naturais € significativamente influenciada pela temperatura de processamento e de
estocagem (STRINGHETA,1991: SIMARD et al.,1982). No entanto, a estabilidade da cor
das antocianinas depende, da natureza dos agucares ligados, assim os galactosideos de
cianidina ¢ peonidina sio mais estiveis que os respectivos arabinosideos (STARR &
FRANCIS, 1968).

TABELA 5. Perda dos teores de antocianinas totais, em porcentagem, e suas respectivas

estimativas de desvios padrdes da polpa de acerola em meses consecutivos de

armazenamento
Diferen
= Tratamentos da polpa de acerola
entre
Tempo
(dia) PSTTV | PSTYL PIV PIL PPSDV | PPSDL. | PPDV | PPDL

Tlo | 228 | 282 | 474 | 433 | (548 | 1391 | 1048 | 10.56
(0,01) | (0,01) | (0,007) | (0,02) | (©,03) | (0,03) |(0,01) |(0,007)
Toloo | 482 | 492 | 442 | 459 | 4276 | 43,57 | 5821 | 59.89

Perda (0,09) | (0,08) | (0,02) | (0,02) | (0.03) | (0,03) | (0,03) | (0,02)
R o 546 | 4,81 | 3583 | 3548 | 2346 | 2725
. (0.18) | (0.11) | (0.02) | (0,05) | (0.03) | (0,04) | (0.03) | (0,02)
O e | A11 | 426 | 442 | 431 | 564715158 54,79 | 5506
Aninas ©.17) | (0.08) | (001) | (©.04) | (0,02) | 0,01 | (0.02) | (0.02)
(:;tf:;) TwTn| 6,10 | 577 | 576 | 571 | 870 | 967 | 847 | 833

(0,06) | (0,06) | (0,01) | (0,04) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,02)
TisorTisa | 325 3,06 4,91 4,26 nd nd nd nd
(0,01 | (0,06) [ (0,02) | (0,02)

Tomlde | 21,74 | 2296 | 2621 25,10
Perda
e | (016) | (0.09) | (0,03) | (0.04)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTTL - polpa sem tratamento térmico em lata, congeladas
PIV - poipa inativada em vidro e PIL - polpa inativada em Iata, congeladas

PPSDV - polpa pasteurizada sem desaeragio em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desaeragio em lata;
PPCDV ~ polpa pasteurizada com desaeragio em vidro; PPCDL — polpa pasteurizada desaerada em lata

nd- ndo determinado
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De acordo com os resultados da Tabela 5 as polpas de acerola pasteurizadas
apresentaram uma progressiva ¢ grande perda dos teores antocidnicos 4 medida que
aumentou o tempo de estocagem. Segundo ADAMS & ONGLEY (1973), o aquecimento
das antocianinas em pH de 2,0 a 4,0 provoca inicialmente a hidrolise da ligagfo glicosidica
das antocininas, que ¢ o principal efeito de perda de cor do pigmento. Pode-se afirmar,
entdo, que a temperatura de pasteurizagéo, embora esta tenha sido realizada em
pasteurizador tubular ¢ em tempo relativamente curto, teve efeito altamente destrutivo

sobre a cor das antocianinas da polpa de acerola, como se pode ver na Figura 1.

Na Figura 2 pode-se verificar que a cor da polpa de acerola foi modificando-se de
vermelho alaranjado, sem tratamento térmico, tornando-se IMCNOs vermelha com a
inativacdio, € cada vez mais amarela com a pasteurizagfio ¢ desaeragio. Portanto, a medida
que a polpa foi submetida a maior temperatura, a cor foi sendo mais degradada, havendo

uma relacfio inversamente proporcional entre temperatura € Cor.

As polpas de acerola, em todos oS periodos de armazenamento apresentaram
pequenas diferengas quando acondicionadas em lata ou em vidro. Para analisar as
diferencas ¢ a influéncia do tempo de arimazenamento e dos tratamentos dados as polpas

foram empregados alguns métodos estatisticos discutidos a seguir.

Devido & auséncia dos teores das antocianinas para o fempo de 6 meses, relativo aos
tratamentos que envolvem a pasteurizagdo das polpas de acerola, a analise foi dividida em
duas partes. Uma trata dos resultados de antocianinas para as polpas ndo pasteurizadas
(polpas sem tratamento térmico (PSTTV e PSTTL) e polpas inativadas pelo calor (PIV ¢
PIL), codificada nesta se¢do como Acyl ¢ outra parte destina-se ao estudo das antocianinas
das polpas pasteurizadas sem desacragio (PPSDV ¢ PPSDL) e com desaeragdo (PPDV ¢
PPDL), codificada como-Acy2.
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FIGURA 2. Fotos das polpas de acerola no tempo zero de processamento . Da esquerda
para direita: PSTT, PI, PPSD, PPCD.
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De acordo com os resultados da ANOVA apresentados no Anexo 5 (cap.IV), pode-
se verificar que o tempo de armazenamento é uma variavel com influéncia altamente
significativa nos teores de antocianinas. A analiss mostta um comportamento
essencialmente linear, indicando que & medida que aumenta o tempo de armazenamento,
diminuem os teores de antocianinas. Os resultados obtidos na ANOVA detalhada (Anexo
6,cap.IV), cuja analise contemplou todos os possiveis efeitos das variaveis envolvidas no
processamento da polpa de acerola, em concordincia com a analise dos residuos (Anexo 6,
cap.IV), mostraram que o tempo de armazenamento, o tipo de embalagem e o tipo de
tratamento influenciaram  significativamente nos teores das antocianinas (Acy 1), além da

interagio tempo versus tratamento.

Conclui-se, portanto, que os teores de antocianinas (Acy 1) das polpas de acerola
PSTT e PI, congeladas, variaram no decorrer do tempo de armazenamento de modo
decrescente. A embalagem lata, forneceu maiores resultados nesta determinacfo analitica.
Foi também verificado diferenca significativa em relagio aos tratamentos aplicados nas

polpas PSTT e PL

A ANOVA que trata dos teores das antocianinas das polpas pasteurizadas (com ¢
sem desaeragiio), analisadas nos 5 primeiros meses, codificadas de Acy 2, {Anexo 7,cap.IV)
mostrou que os fatores significativos foram: o tempo de armazenamento € 0 tipo de
tratamento dados as polpas, além da interagdo tempo versus tratamento. Qs resultados da
analise dos residuos confirmaram a hipdtese de normatidade requerida (Anexo 7.1,cap.IV).
Na andlise dos principais efeitos apontados como significativos na ANOVA, confirmou-s¢
que existe uma tendéncia para valores menores de antocianinas (Acy 2) no decorrer do
tempo de armazenamento, ¢, a desaeragdo na polpa pasteurizada, ao final de 150 dias de
armazenamento teve um efeito significativo, porém o tipo de embalagem néo influenciou

nos teores das antocianinas das refendas polpas.

3.3. Efeito do armazenamento sobre os valores de acidez total titulivel na polpa de

acerola

Os valores médios de acidez total titulavel expressa em % de acido mdlico ¢ de
4cido citrico, estdio apresentados na Tabela 6. Os resultados da acidez total expressa em
4cido citrico mostraram que, no tempo zero, as polpas domésticas ¢ as extraidas no
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extrator sem tratamento térmico (PSTT) mantiveram o valor de 0,77%

€ as polpas

processadas, inativadas e pasteurizadas apresentaram uma pequena perda da acidez.

TABELA 6. Valores de Acidez total tituldvel em 4cido citrico ¢ em acido malico da polpa

de acerola em diferentes tratamentos, com suas respectivas estimativas de

desvios padrdes, durante o armazenamento

Tratamentos da polpa de acerola
Arma
Determin | zena Polpa
acdes | mento| domés | PSTTV | PSTTL | PIV PII. |PPSDV | PPSDL | PPDV | PPDL
(dias) | tica
0 0,77 1 0,77 | 077 | 0,75 | 0,75 | 0,74 0,74 0,74 0,74
(0,01) | (6,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) (6,01) | (0,00) ! (0,01
30 0,76 0,76 0,74 0,73 0,73 0,73 0,73 0,74
(0,00) | (0,01) | (0,01) | (0,01} | (0,01) | (0,02) {0,01) | (0,0D)
60 0,74 | 0,74 0,74 | 0,73 0,72 0,72 0,73 0,74
Acidez 0.01) | (001 | (0.01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,02)
titnlavel/ | 9p 0,74 1 0,75 | 0,74 | 0,74 | 0,72 0,71 0,72 0,72
ac.citrico (0.01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,02)
(%) 120 074 | 075 | 0,74 | 074 | 071 | 0,72 | 0,71 | 0.71
(0.01) | (0,02) | (0,01) | (0,02) | (0.01) | (0,01) | (0,01) | (0,00
150 073 | 0,74 | 0,73 | 0,73 | 0,70 0,71 0,70 0,71
(0,01) | (0,01) | (0,02) | (0.01) | (0,02) | (0,02) 0,02y | (0,01)
180 0,73 | 0,73 0,70 | 0,70 | 0,69 0,69 0,69 0,69
(0,01} | (0.01) | (0.01) | (0,02) | {0,02) | (0,02) {0,02) | (0,01)
0 080 | 08t | 081 | 079 | 0,79 | 0,77 | 077 | 0,77 | 0,77
(0,01) [ (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) (0,01) | (0,01) | {0,01)
30 0,830 | 0,80 | 0,77 | 0,76 | 0,75 0,76 0,76 0,76
(0.01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,02) (0,01) | (0,01)
60 0,77 0,77 0,77 6,77 0,75 0,75 0,77 0,77
Acidez (0.01) | (0,01) | (0,01) ; (0,01) | (0,01) | (0,01) (0,61) | (0,02)
tituidvel/ | 99 6,77 | 0,78 | 6,77 | 0,78 | 0,75 0,74 0,75 0,75
acido (0,01) | (0.01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) (0,01
milico 120 0,77 | 0,77 | 0,77 | 0,76 | 074 0,74 0,74 0,74
(%) (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0.02) (0,01)
150 076 | 0,77 | 0,76 | 0,77 | 0,73 | 0,74 | 0,73 | 0,74
(0,01) | (0,01) | (9,02) | (0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,01} (0,01)
180 076 | 0,76 | 0,74 | 0,73 | 0,72 | 0,72 0,72 | 0,72
(0,01) | (0,03) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) (0,01)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTTL-

PIV — polpa inativada em vidro ¢ PIL-

polpa sem tratamento térmico em lata, congeladas
polpa inativada em lata, congeladas

PPSDYV — polpa pasteurizada sem desaeragiio em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desaeragiio em lata
PPCDV ~ polpa pasteurizada com desaeragio em vidro; PPCDL — polpa pasteurizada com desaeragio em lata
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No tempo zero de armazenamento, parece haver uma relagéio entre o valor da acidez
total e a perda do 4cido ascérbico pelo processamento. Todavia, esse comportamento ndo €
bem definido a0 longo do tempo de armazenamento nas polpas processadas que sofreram
agdo da temperatura. Os valores de acidez total expressa tanto em 4cido citrico quanto em

acido malico, sofreram pequenas variagdes no periodo de armazenamento.

Ao final do periodo de seis meses de armazenamento, pode-se notar uma perda
aproximadamente de 5% da acidez total expressa em 4cido malico ¢ em acido citrico, em

todas as polpas, quando considerados os desvios padrdes.

Os valores de acidez total expressa em acido citrico € em é4cido malico durante o
periodo de armazenamento de seis meses, mostrou diferenca significativa a nivel de 5% de
probabilidade. Dai, torna-se necessario decidir se 08 valores devem ser expressos em acido

malico ou em &cido citrico.

De acordo com as analises de varidncia (Anexos 8 ¢ 9), os resultados de acidez
expressa em acido citrico mostraram que o tempo de armazenamento € o tratamento
apresentaram uma influéncia altamente significativa nesta analise. Quanto ao tipo de

embalagem néio houve influéncia nos resultados de acidez expressa em acido citrico.

Foram realizadas analises de regressdo para estudar a significancia dos principais
efeitos do processamento (tempo de armazenamento, embalagem ¢ tratamento das polpas
de acerola). Como é mais comum na literatura 0s valores de acidez total em sucos de frutas,
serem expressos em acido citrico, 0s resultados obtidos nessa determinagio foram tomados

para calcular a andlise de varidncia.

Os parametros de regressdo apresentados no Anexo 10 (cap.IV) confirmam que o
tempo ¢ tratamento sio varidveis altamente signiﬁcatti?as na determinagfo da acidez total
expressa em 4cido citrico na polpa de acerola € o tipo de embalagem ndo influencion nos
resultados. Os coeficientes de regressio mostraram que a interagho das variaveis estudadas

pode ser explicada por Rajus= 74.4%.
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No estudo sobre a fisiologia de frutos de acerola realizado por GUADARRAMA
(1984) foi observado que a acidez total diminuia com a diminui¢io do contetido de acido
ascorbico principalmente quando o fruto passa do estadio “de vez” para 0 maduro. Tal
relagdo também j4 havia sido mvestigada por SANTINT (1953) onde ele observou que a
perda da acidez total variava proporcionalmente em relagiio 4 perda do acido ascorbico na
acerola, embora esta relagdo ndo ocorresse linearmente. Esse comportamento ¢ devido &
influéncia dos outros 4cidos orgénicos que estiio presentes, particularmente o 4cido malico,
que constitui 50% do total dos dcidos presentes na acerola ( ASENJO,1959; SANTINI,
1953),

Considerando-se o tempo de armazenamento, os resuitados encontrados neste trabalho
foram semelhantes aos obtidos por MATSUURA (1994). Também foi observado uma
crescente diminuigio nos teores de 4cido ascorbico acompanhada da diminui¢dio da acidez

total em suco integral de acerola congelado a -18°C.

Para destacar estas variagdes foi realizada uma analise para mostrar a relagdo entre
perda de acidez total e de 4cido ascorbico nas polpas de acerola, em porcentagem, obtidas
neste experimento. Os resultados desta analise estdo apresentados na Tabela 7 .

TABELA 7. Perda de acidez total cxpressa em 4cido malico e em acido citrico, perda de
acido ascorbico e relagdo de perdas entre acidez total e 4cido ascorbico, em
porcentagem, apos 180 dias de armazenamento

PSIT | PI PPSD PPCD |
Acidez total * 5,19 5,33 6,76 6,76
Acidez total ** 6,17 6,33 6,49 6,49
AA 20,53 20,08 32,66 29,71
AcT i AA 0,25 0,26 0,21 0,23

| AcTuue/AA 0,30 0,31 0,20 022

PSTT- polpa sem tatamento térmico, armazenado a -18°C; PI- polpa com inativagio térmica, armazenado a -
18°C; PPSD- polpa pasteurizada sem desaeracdo, armazenada a temperatura ambiente; PPCD- polpa
pasteurizada com desaeracio, armazenada a temperatura ambiente; AA- acido ascorbico;

* expressa em 4cido citrico; ** expressa em acido malico
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Os valores de acidez total das polpas de acerola (Tabela 7), correspondem as médias
absolutas, em porcentagem, dos resuitados de cada tratamento independente da embalagem,
uma vez que esta varidvel ndo parece ter influéncia nas polpas em estudo. Na relaggo acidez
total/AA ( com acidez expressa em 4cido citrico e em 4cido malico) pdde-se verificar que
os produtos congelados apresentaram resultados maiores que os produtos nio congelados,
indicando, portanto, que houve menor degradagiio do acido ascérbico nas primeiras, a0
contrario das polpas niio congeladas, consequentemente menor diminuigio da acidez total.
Logo, os resultados anteriormente discutidos sobre as perdas do 4cido ascorbico pas polpas
de acerola a0 longo do armazenamento parecem estar intimamente relacionados com 0s

valores de acidez total desses produtos.

Outro dado a ser discutido estd na forma como se expressa a acidez total. Os
resultados (Tabela 7) mostram que a acidez total expressa em 4cido citrico parece mais
adequada nos produtos de acerola congelados. Ji4 os produtos ndo congelados,
pasteurizados parecem nio ser influenciados, quando observada a relagdo acidez total/ AA,
embora os valores tenham sido maiores na acidez total expressa em acido citrico. No estudo
de correlagiio, discutido posteriormente, 0$ produtos armazenados sob congelamento
apresentaram maior correlagio negativa do pH com a acidez expressa em &cido citrico €
maior correlagiio positiva do pH com a acidez expressa em acido malico para as polpas de

acerola pasteurizadas armazenadas a temperatura ambiente.
3.4. Efeito do armazenamento sobre 0s valores de °Brix em polpa de acerola

Na Tabela 8 estio demonstrados oS valores de °Brix da polpa de acerola
armazenada durante 180 dias. Os resultados mostraram que a polpa doméstica apresentou
menor valor de °Brix que as polpas processadas em extrator. Notou-s¢ também que, 0

efeito térmico da inativagdo, promoveu maior aumento nos valores de °Brix comparados

as polpas sem tratamento térmico e as pasteurizadas.

Ao final do periodo de armazenamento de 180 dias, foi verificado que todas as
polpas tratadas termicamente apresentaram aumento nos resultados de °Brix , sendo
superiores nas pasteurizadas sem desaeragio (=2,3%). Embora o efeito da inativacio tenha
sido favoravel no processamento (no tempo zero de processamento) para aumentar 0s
valores do °Brix , o efeito da temperatura de armazenamento (congelamento) pareceu néo
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permitit que tal aumento ocorresse em propor¢es semelhante 4s polpas tratadas
termicamente pela pasteurizago.

TABELA 8. Valores de °Brix da polpa de acerola em diferentes tratamentos, durante 180

dias de armazenamento
Tratamentos da polpa de acerola 1
Tempo Polpa
£M) d(g::aés- PSTTV | PSTITL | PIV PIL | PPSDV | PPSDL | PPDV PPDL‘[
0 7,05 7,45 7,45 764 | 764 | 7,50 7,50 7,51 7,51
0,05 | +0,00 | (0,00) | (©,01) | (0,01) (0,00) | 0,00y | (0,00) | (0,00)
30 7,66 7,66 7,66 7.63 7,63 7,66 7,66 7.65
(0,00) | (0,00) | (0,00) | (0,00) | (0,00) (0,00) | (0,00) | (0,01)
60 7,59 | 7.62 7,73 774 | 759 7,61 7,62 7,62
° Brix (0,01) | (0,01) (0,01) | (0,00) (0,02) | (0,01 0,01y | (o,01)
20°0) 90 766 | 7,66 | 780 | 781 7,62 762 | 762 | 761
(0,00) | (0,00) | (0,01) | (0,00 | (0,00) | (0,01 ) | 0,02) | (001)
120 7,65 7,65 7,81 780 | 756 7,42 759 | 7,58
(0,00) | (0,00) | (0,00 | (001) | (0,0) (0.00) | (0,02) | (0,00)
150 7,61 7,63 7,80 | 781 7,55 742 | 762 | 7,63
(0.00) | (0,01} | (0,01) | 4001 | (0,01 | (0,00) {0,81) | (0,00)
180 757 | 758 | 7,78 | 778 | 765 | 769 765 | 765
@00 | (001 | (001) (000 | (0,01) | (0,01) 0,00) | (0,01)
Variagio* LT | +1,74 | +1,85 | +1,88 | +203 | +257 | +189 | « 1,89
(0-6meses)
3 (%)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTTL - polpa sem tratamento térmico em Iata congeladas
PIV — polpa inativada em vidro e PIL- polpa inativada em lata congelas

PPSDV - polpa pasteurizada sem desaera¢iioo em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desaeragio em lata
PPCDV - polpa pasteurizada com desaera¢o em vidro; PPCDL — polpa pasteurizada com desaeragio em lata

O aumento nos valores de °Brix estio relacionados as transformacdes ocorridas nas
polpas durante a estocagem, onde a presenca de aglcares, embora em pequena
concentracio pode sofrer hidrélise em meio acido, o que poderia ser responsavel pelo

aumento dos sélidos soldveis.
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Resultados contrarios foram encontrados por TIIN AKWIE et al ,(1998) ao
estudarem bebidas mistas de maracuja-acerola (13:17%), refinadas em moinho coloidal e
em moinho refinador, ambas pasteurizadas em sistema batch e pasteurizacfo direta ao fogo.
As condigdes de pasteurizagio foram de 90°C/1s ¢ 90°C/10min. Os resultados destes
autores mostraram gue nio houve diferenca na leitura de °Brix antes e depois das diferentes
condigbes de pasteurizagiio. As variagdes ocorridas nos valores de °Brix no processamento
das polpas de acerola supdem-se, no entanto, que estio mais relacionadas com as variaveis

do processamento e com a composigio do produtos.

Neste experimento foi verificado que as polpas que apresentaram maior aumento de
°Brix (PPSD e PPCD) corresponderam as polpas que também apresentaram maior indice
de perda de 4cido ascorbico ao final de 180 dias de armazenamento. De acordo com
RAHMAN et al.(1964) existem menores perdas de vitamina C nos produtos com maior

teor de solidos solaveis.

Os solidos soliiveis totais tém sido utilizados como indice de maturidade para
alguns frutos, como por exemplo laranja, ¢ indicam a quantidade de solidos que s
encontram dissolvidos no suco, sendo constituido na sua maior parte por agicares. Na
acerola, nas condigdes climaticas brasileiras, encontra-se valores de 5 até¢ no maximo de
12°Brix, sendo a média em torno de 7-8°Brix . As chuvas ou irrigagdo excessiva na acerola,
na maioria das vezes reduz o contetido de agucares (°Brix ), como ¢ o caso de plantios no
Nordeste, onde o °Brix atinge valores préximos a 5,0 por ocasiio das chuvas
(ALVES,1996). Segundo 0 mesmo autor, uma das exigéncias para exportagio de acerola

com relagiio °Brix € de que este deve ser no minimo 7,0 para Europa ou 7,5 para Japdo.

Na Tabela 9, estio apresentados os valores da relagio °Brix /acidez total. Os
resultados entre 9,16 ¢ 10,99 °Brix, indicam que as polpas estio dentro dos pardmetros
normais de qualidade quanto ao equilibrio doce-acido. Esses valores estdo relacionados
com o ponto de colheita dos frutos, e a acerola destinada a este estudo estava no estadio de
maturagdo com a cor mais vermelha. Nesse estadio, afirmam BLEINROTH et al.(1996), o

fruto apresenta o maximo de qualidade, ou seja, elevado teor de aglicar e baixa acidez.
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TABELA 9. Relagio °Brix/Acidez da polpa de acerola em diferentes tratamentos, durante
180 dias de armazenamento

Tratamentos da polpa de acerola
Tempo Polpa
(@125) | gomes- | PSTTV | PSTTL | PIv | PIL PPSDV | PPSDL | PPDV | PPDL
tica
0 916 | 967 | 967 | 10,18 | 10,18 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10.00
“Brix/Ad T35 10,08 | 10,08 | 10,35 | 10,45 | 10,45 | 10,49 | 1049 | 1034
Ti:he] 60 1026 | 1030 | 10,44 | 10,60 | 10,54 | 10,57 | 10,44 | 1030
90 1035 | 1021 | 10,57 | 10,58 | 10,58 | 10,73 | 1058 | 10,57
120 9,94 | 1020 | 10,58 | 10,58 | 10,65 | 1031 | 10,60 | 10.43
150 1034 | 1031 | 10,75 | 10,73 | 10,79 | 10,45 | 10,81 | 10,45
180 1037 | 1038 [ 10,80 | 1094 | 10,94 | 10,95 | 10,88 | 10,88

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTTL. polpa sem tratamento térmico em lata, congeladas
PIV - polpa inativada em vidro e PIL - polpa inativada em lata, congeladas

PPSDV - polpa pasteurizada sem desaeracio em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desaeracio em lata
PPCDYV - polpa pasteurizada com desaeraciio em vidro; PPCDL - polpa pasteurizada com desaeracio em lata

Pelos resultados estatisticos (Anexo 11 ¢ 12, cap.IV), pode-se verificar que os valores
de °Brix deste experimento nio apresentaram um comportamento linear. Segundo a analise
de regressdo foi mostrado que o tempo de estocagem ¢ o tipo de embalagem do produto n3o
influenciaram os resultados obtidos. Os dados estatisticos (R-sq=10,3%) também mostram
que o modelo da regressdo nfio foi bom. Isto pode ser devido ao comportamento nio linear
de alguma variavel envolvida. Portanto, os pardmetros da regressdo ndo podem servir
como preditivos para o comportamento dos valores de °Brix, nas condi¢des experimentais
analisadas.

Na investigacdo realizada por NAKASONE et al, (1968) com acerola, acerca dos
valores de °Brix, concluiram que os valores de °Brix nfio tém relagdio com o peso do fruto,
nem com os conteddo de acido ascérbico. Entretanto, foi observado uma correlagio
positiva entre os valores de °Brix com o estadio maduro da acerola e correlaciio negativa
entre a maturidade do fruto com o teor de 4cido ascérbico (LOPEZ, 1963). No estudo com
suco de laranja para verificar a influéncia de ®Brix e teor de polpa sobre a viscosidade do

produto, concluiu-se que cuidados devem ser tomados com as extrapolacdes ou
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interpolagdo quando se tratam dessas variaveis, para condigbes muito diferentes dos dados
experimentais, principalmente de temperatura, pois a precisdo do modelo pode ser afetada
(MARQUES & MEIRELLES, 1996).

3.5, Efeito do armazenamento sobre os valores de sélidos totais em polpa de acerola

Na Tabela 10 estdio os valores de sélidos totais para polpas de acerola. Verificou-se
que os resultados obtidos na polpa doméstica sdo menores do que nas polpas processadas
em planta piloto. Isto ¢ devido as diferencas de como se obteve a polpa em ambos os casos,

conforme discussdes anteriores.

Comparando-se os valores de sélidos totais, nota-se que o processamento da polpa
provocou uma alteragio nos resultados, que serfio estudados estatisticamente adiante.
Notou-se também que, durante a estocagern, os valores de sélidos totais ndo mantiveram
uma tendéncia crescente linear com pequena oscilag3o. Isto pode ser explicado pela propria
dificuldade  de exccugio do método, pois essa determinacio analitica segundo
CARVALHO et al.(1990), envolve evaporago de 4gua e aglo do calor podendo ocorrer
caramelizagido de compostos tipo agicares ¢ protefnas, além da degradacio de outros

componentes. Assim, o teor de sdlidos totais de um produto representa, teoricamente, valor

igual ou inferior ao valor real.

Ao final do periodo de seis meses de armazenamento, pdde-se verificar que o0s
solidos totais em todas as polpas, em estudo, diminuiram, sendo que as polpas congeladas
sem tratamento térmico foram as que tiveram um menor indice de diminuigdo que variou
de 143 a 1,90%, seguido das polpas inativadas, congeladas ¢ polpas pasteurizadas sem
desaeragio, que tiveram uma diminuigio aproximadamente de 5,25 a 840% e 5,30 a
5.93%, respectivamente. J4 as polpas pasteurizadas desaeradas tiveram uma perda de

solidos totais maiores que variou de 9,96 a 10,21%.

Para investigar os efeitos do tempo, embalagem e tratamento dado as polpas de
acerola em relagio aos valores de solidos totais, foi feito estudo estatistico descrito nos

Anexos 13 e 14.
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TABELA 10. Valores de sélidos totais da polpa de acerola para diferentes tratamentos,

durante o armazenamento

Tratamentos da polpa de acerola
Tel.npo Polpa
(dias) domés- | PSTTV | PSTTL | PIV | PIL | PPSDV | PPSDL | FPDV | PPDL
tica
0 7.36 8,41 841 8,57 8,57 7,92 7,92 8.13 8,13
©00) | 0.02) | 002 | 001 | 00D | o1 | (001 ©,01) | (001
30 8,46 8,43 8,56 8,47 7.87 7.93 8,13 8,05
00D | 002 | 0.02) | ©01) | o1 | ©03) | won | (011
60 835 841 853 7,73 7,89 8,00 8,03 7,66
Sélidos 002) | 0.02) [ 003) | ©03) | 005 | 008 | (005 {0,02)
totais 90 2,00 7,66 7.45 7,44 7,47 7,54 7,68 7,53
(%) 037} | 001 | ©02) | ©02) | (0.02) | (0,03 | ©02) | (0.03)
120 7,95 7.90 7,66 7.66 7,67 7.49 7.56 7,58
©0,02) | (004 | 037 | 009 | (0,09 ©29) | (0,03) | (0,09
150 7.92 7.78 7.75 788 | 734+ | 738 7.47 7,43
©07) 1 (0,03) | (0.01) | ©05) | (010) | 003 | (013) (0,05)
180 8,25 8,29 8,12 3,06 7,50 7.45 7.32 7,30
(011 | 0,02) | (0,03) | (0,04) | (0,049 (0,65) | (0,08) | (0,08)

PSTTV-Polpa sem tratamento térmico em vidro e PSTTL, - polpa sem tratamento térmico em lata, congeladas
PIV — polpa inativada em vidro ¢ PIL- polpa inativada em lata, congeladas

PPSDV - polpa pasteurizada sem desaeragio em vidro, PPSDL -~ polpa pasteurizada sem desaeracio em Jata
PPCDV - polpa pasteurizada com desaeracdo em vidro, PPCDL - poipa pasteurizada com desaeragiio em lata

De acordo com a ANOVA (Anexo 13), existe alta influéncia do tempo de
armazenamento nos solidos totais. O tipo de embalagem ndo influenciou nos resultados
desta andlise quimica.

Pelos resultados da andlise de regressdo (Anexo 14),onde estio detalhadas as
informagdes sobre as varidveis envolvidas na analise, pode-se confirmar que o tempo de
armazenamento ¢ os diferentes tratamentos dados as polpas de acerola influenciaram
diretamente nos resultados dos sélidos totais. O valor ajustado de R= 60,2%, indica que os
pardmetros de regressio ndo podem servir rigorosamente para valores de extrapolagdo dos
dados. Algumas explicagbes para esses dados devem ser cuidadosamente discutidas.
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Reportando-se aos resultados mostrados na Tabela 10, ao comparar os valores de
solidos totais, no tempo zero de armazenamento, da polpa sem tratamento térmico (PSTT)
com as polpas submetidas aos tratamentos térmicos (polpas inativada e pasteurizadas),
pode-se dizer que o aumento de 1,90% dos valores de sélidos totais na polpa inativada est3
relacionado a aglio da temperatura de inativagio por evapora¢io rapida e pequena sobre a

polpa, concentrando os sélidos totais.

Ao comparar as diferengas nos teores de solidos totais da polpa sem tratamento
térmico (PSTT) com a pasteurizada sem desaeragdo, a diminui¢go foi de 5,83%, e na polpa
desaerada, a diminui¢o foi de 3,33%. Portanto, a desaeracio favorecen o aumento de
sOlidos totais. O processo de desaeragdo facilitou a concentragéio da polpa de acerola, com

1ss0 aumentou o contetdo de sélidos totais em relaco & polpa nio desaerada.

Os resultados de solidos totais desta investigagio na polpa sem tratamento térmico
foram inferiores aos encontrados por MATSUURA (1994) que foi de 9,63% e superiores
aos encontrados por OLIVA (1995) que foi de 7,40%. As diferencas entre os valores sio
resuitados da influéncia de inimeros fatores como variedade, época de colheita, clima, solo
etc, semelhantes aos fatores descritos anteriormente para solidos soltveis, além de varigveis
interferentes a que estd sujeito o proprio método, como por exemplo o tempo e temperatura

da anélise e a higroscopicidade da amostra que leva a erros no momento da medigaio.

3.6. Estudo dos valores do pH na polpa de acerola

Na Tabela 11 estio apresentados os valores de pH das polpas de acerola submetidas
a diferentes tratamentos. Notou-se que a polpa doméstica obtida em laboratdrio nio diferiu
nos valores de pH para a polpa obtida no extrator, em planta piloto. Os dados, no periodo
zero de armazenamento, indicaram que o tratamento térmico sobre a polpa de acerola
promoveu um aumento do pH em 1,48% que, segundo as andlises estatisticas, essa
diferenca ndo foi significativa (p00,05). Semeclthante resultado foi encontrado por
OLIVA(1995) ao investigar o efeito do processamento em néctares de acerola congelada e
processados em aquecedor-esfriador (“Spin Cooker”) e processo ¢ enchimento a quente

(“Hot Fill”). Ao comparar o primeiro (congelado), verifica-se que o tratamento térmico
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aumentou os valores de pH em 1,14 ¢ 0,85%, para os dois processos, respectivamente. H4
de se considerar também que pequenas oscilagdes podem estar relacionadas com as
variagdes do equipamento utilizado nessa medida, porém pequenos desvios das médias
pode resultar em diferenca significativa.

TABELA 11. Valores de pH da polpa de acerola para diferentes tratamentos, durante o

armazenamento
Tratamentos da polpa de acerola
Determi | Tempo
nacdes | (dias) Poipa
dowés- | PSTTV |PSTTL| PIV | PIL |PPSDV|PPSDL | PPDV | PPDL
tica

0 3,37 3,37 3,37 3,42 3,42 342 3,42 3,42 3,42
(0,013 } (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | 90,01)
30 3,37 3,36 3,36 3,36 3.36 3,36 3,37 3,37
(0,01} | (0.01) | (001 | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01)
60 3,37 3,36 3,36 3,37 3,37 3,37 3,37 3,37
(0,00) | (0,00) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,00) | (0,01)
90 3,36 3,36 3,41 3,41 3,42 3,43 3,43 3,43
pH (0.01) | (0,01) | (0,02) | (0,02) | (0,02) | 40,010 | (0,02) | (0,02)
120 3,40 3.39 3,44 3,44 3,46 3,46 3,47 3,47
(0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,02) | (0,02)
150 3,41 3,40 3,46 3,45 3,51 3,52 3,55 3,53
(0,01) | (0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,01)
180 3,40 3,40 3,47 3,47 3,59 3,59 3,62 3,61
(0,01) | (0,01) | (0,00) | (0,00} | (0,00) | (0,01) | (©,01) | (0,00)

PSTTV- Polpa sem tratamento térmico em vidro ¢ PSTT - polpa sem tratamento térmico em lata congeladas
PIV - polpa inativada em vidro e PIL- polpa inativada em lata congeladas

PPSDV — polpa pasteurizada sem desaeragiio em vidro; PPSDL — polpa pasteurizada sem desaeragiio em lata
PPDYV — polpa pasteurizada com deszeragio em vidro; PPDL — polpa pasteurizadza com desaeracio em lata

De acordo com as analises estatisticas, os principais efeitos na ANOVA (Anexo 15,
cap.IV), tempo de armazenamento, tipo de embalagem e tratamento das polpas
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apresentaram influéncia significativa nos resultados de pH da polpa de acerola, além das
interagbes tempo versus tratamento e tipo de embalagem versus tratamento. A polpa
armazenada na embalagem vidro apresentou valores de pH superiores 4 armazenada na
embalagem lata. Do mesmo modo, as polpas PSTT mostraram menores valores de pH do
que a polpa PPCD. Os tratamentos de inativagio (PI) e pasteurizaciio sem desaeracéo
(PPSD) mostraram valores de pH similares.

Observou-se que os primeiros 30 dias de armazenamento houve um efeito de
diminuigdo nas medigdes de pH. A partir do primeiro més até o quinto més, o efeito é
praticamente constante, elevando-se no iltimo més, quando as medigdes de pH alcangam o
méximo valor no experimento. E importante salientar que embora os principais efeitos, da
embalagem e do tratamento, nio parecam ser muito diferentes, a ANOVA (Anexo 15)

considerou-os altamente significativos.

De acordo com os resultados da andlise estatistica, ndo houve um ajuste linear
razoavel para pH, provavelmente porque a medida de pH nio tenha um comportamento

linear nas varidveis que envolvem a analise.

Estudos feitos por OLIVA(1995) com a fruta de acerola congelada mostraram uma
diminui¢io no valor de pH de 3,6 para 3,3 no periodo de 180 dias de armazenamento.
Todavia, MATSUURA(1994), estudando as caracteristicas do suco integral e suco
concentrado de acerola, armazenados a —18°C, mostrou que os valores de pH nfo sofreram
variagdo durante o periodo de armazenamento de 180 dias. ROCHA(1988), estudando o
efeito da temperatura de pasteurizaggo e armazenamento da polpa de acerola, verificou que

o pH nfio variou na polpa pasteurizada durante o armazenamento de 150 dias.

Estudos realizados por QUINTEROS (1995) com néctares de acerola-cenoura
(néctar = 3acerola:3cenoura:4xarope e néctar Il = 2,5 acerola:3,5 cenoura:4xarope)
mostraram um leve aumento, nfo significativo, do pH 3,8 para 3,9, correspondentc a
2,63% para o néctar I no periodo de 3 meses de armazenamento, e o néctar I ndo teve
qualquer aumento, permanecendo o pH 4,0. Embora pequena, a proporgo aumentada de
acerola nos néctares parece ter influenciado os valores de pH do néctar L
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Os resultados obtidos nesta investigaciio, no entanto, mostraram que a polpa de
acerola tratada e a ndo tratada termicamente aumentaram os valores de pH ao final de 180
dias de armazenamento. Contrariamente, o armazenamento de néctares de acerola
produzidos por OLIVA(1995), sem tratamento térmico (congelado a -18°C) e tratados
termicamente (armazenados 4 temperatura ambiente e refrigerado) apresentaram
diminuicdo do pH ao final de 180 dias de armazenamento que variou de 2,25 a 3,41%,

sendo maior para o néctar congelado sem tratamento térmico.

Poder-se-ia sugerir que durante o tempo de armazenamento, neste experimento, os
acidos orginicos seriam destruidos por alguma rota bioquimica uma vez que a acidez total
foi diminuida e isso afetaria o pH. O aumento do pH parece estar intimamente relacionado
com a degradagdo do 4cido ascorbico durante o armazenamento. As polpas armazenadas
durante 180 dias, sob congelamento apresentaram uma degradaggo do dcido ascérbico em
aproximadamente 20% e aumento de pH de 0,88 a 1,44%, (valores que foram considerados
significativos, que merecem ser bem avaliados por encontrarem-se dentro da faixa
permitida &s possiveis variagdes dessa mediglio); as polpas pasteurizadas armazenadas a
temperatura ambiente tiveram aproximadamente 31% de perda de acido ascérbico contra
um aumento de 4,74 a 5,39% no pH, provéveis valores que promoveram uma significincia
nas andlises estatisticas. Para confirmar estes dados seriam necessdrios estudos mais
detalhados sobre o comportamento dos 4cidos orginicos que compdem a acerola.
Provavelmente, essa explicagdo poderia servir de suporte para a oscilagdo dos valores de

pH observados em diferentes investigagdes.

A Tabela 12 apresenta um quadro comparativo dos resultados obtidos em diferentes
investigagdes com polpa ou suco integral de acerola. Os resultados das andlises fisico-
quimicas desta investigagfio, encontram-s¢ dentro dos limites encontrados por outros
pesquisadores citados, nas determinagSes realizadas com diferentes variedades de acerola.
Somente o valor para acidez total estd um pouco abaixo do menor valor citado na tabela.
Ha de se considerar, no entanto, que os frutos utilizados neste experimento apresentavam-se
no estidio mais proximo a plena maturacio, fator este que leva & diminuicio da acidez

total.
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TABELA 12. Estudo comparativo de algumas caracteristicas fisicas e quimicas do suco
integral (polpa) de acerola sem tratamento térmico

Determinacdes 1 2 3 4 5 6 7' 7 8
Umidade (%) 926 -~ 9037 9350 - 92,9 - — 9159
Sélides Totais (%) 740 — 963 65 — 71 o . 841
Acidez (%)* L6 - 083 - L79% 107 165%* 095% 077
°Brix(20°C) 6,50 8,3 7.5 6,10 6,0 54 8,7 7.0 7,45
Ph 3,45 3,1 3,46 33 3.3 3,5 3,8 4,10 337
AA (mg/100g)** 1634 1197 1364 1640 1457 745,87 1736 1051 1167

(1) OLIVA (1995); (2) QUINTEROS (1995); (3) MATSUURA (1994); (4) CAVALCANTE (1991);

(5) ROCHA (1988);(6) FIGUEIREDO (1998); (7*,7%) MUTHUKRISHNAN & PAL ANISWAMY (1972);
{8) Valores médios de 3 determinacBes analiticas nesta investigagio

7'- acerola de cor purpura e 7° — acerola de cor rosa

* resultados de acidez expressa em acido citrico: ** Acido ascorbico

3.7. Modelos de regressao

Para calcular os valores de antocianinas ou de acido ascérbico, tomando-se os dados
experimentais de outras andlises quimicas realizados com polpa de acerola, & possivel
prever os resultados, fazendo-se uso de um modelo de regressdo, como os que se seguem.

As varigveis independentes podem usadas no modelo para verificar o efeito delas na
resposta da varidvel dependente (dcido ascorbico ou antocianinas). Este tipo de relacdo ¢
muito importante porque além de poder estudar o efeito, nos permite, dentro da regifio
experimental estudada, predizer simultaneamente resultados para a variavel dependente e
as outras analises quimicas envolvidas no modelo experimental.

Foi proposto um modeio empirico, cuja forma é o produto das contribui¢des individuais
de cada varidgvel dependente. Para obter os resultados da equagio foi utilizado a
concentragdo do acido ascorbico e das antocianinas totais em mg/100g de amostra e os
valores relativos aos dados experimentais das demais analises quimicas. Os coeficientes

foram obtidos através de andlise de regressdo linear desenvolvido no software MINITAR
(1994).
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Apos o ajuste das equagles dos modelos de regressdo propostos (Anexos 16 e 17 cap.
1V) foram obtidos os resultados apresentados nos equagdes 1 ¢ 2. Pode-se considerar o

ajuste linear proposto nos modelos, adequado.

a) Modelo de regresséo para prever o resultado para antocianinas, nas condicoes

experimentais:

Modelo 1:

Acy =-44,5 + 7,50 pH — 13,6 brix + 93,9 ac.cit + 23,1 ac.mal + 2,84 s + 0,0265 ac

5= 0,6900 R-sq= 99,0% R-sq (ajust)= 98,1%

b} Modelo de regressio para prever o restltado para dcido ascérbico, nas

condicies experimentais:

Modelo 2:

Ac.Ascorbico= 742 — 255 pH + 213 °Brix — 763 ac.cit — 199 ac.mal — 5,7 s + 19,4 acy

s=18,66 R-sq=97,2% R-sq(ajusty= 94,7%
Codigos usados nas equagdes:

Acy antocianina

ac.cit acidez total, expressa em acido citrico

ac.mal  acidez total, expressa em acido em acido malico
ac acido ascorbico

s solidos totais

A validade do modelo proposto € assegurada pelos altos valores dos coeficientes de
determinacio obtidos, de 98,1% e de 94,7%, para determinar as concentragdes de
antocianinas e do dcido ascérbico, respectivamente. Portanto, sdo modelos que podem ser

usados como preditivos de acordo com os dados experimentais.
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3.8. Estudo das correlaces (Pearsen) entre as varidveis experimentais por tratamento

da polpa de acerola

As Tabelas (13, 14, 15 e 16) tratam-se das correlagdes entre as andlises quimicas e
tratamentos dados as polpas de acerola. Para estes céloulos foram considerados os
resultados das andlises quimicas e fisicas obtidos nos tratamentos dados &s polpas
acondicionadas em embalagem de vidro, por ter sido anteriormente demonstrado que esta
variavel ndo influenciou nos resultados. Neste estudo os resultados mostram as correlagdes
de forma linear entre as varidveis. Valores muito préximos de (1) significam alta correlagiio
linear, ou seja, quando um valor de uma das varigveis cresce, o valor da outra também
cresce. Valores muito proximos de (-1) também significam alta correlagdo linear, porém

quando uma das varidveis cresce o valor da outra variavel decresce.

TABELA 13. Correlages (Pearson) entre as variaveis para a polpa sem tratamento térmico

(PSTT)
pH °Brix AcCitrico  AcMilico  SalidosTotais Antocianinas

°Brix -0,168
AcCitrico -0,812 -0,174
AcMalico -0,691 -0,431 0,881
SolidosTotais 0,118 -0,465 0,128 0,436
Antocianinas -0,526 -0,563 0,836 0,939 0,575
AcidoAscérbico -0,660 -0,383 0,876 0,938 0.505 0,962

AcCitrico- acidez em 4cido citrico; AcMalico- acidez em acido malico

Os resultados da Tabela 13 apresentam correlagdes das analises para a polpa de
acerola sem tratamento térmico (PSTT). Nesta analise foi encontrada uma alta correlagio
negativa entre pH e acidez em 4cido citrico (r =0,812) ¢ baixa correlagéio negativa com a
acidez em 4cido midlico, estes dados indicam que os valores de pH foram mais
influenciados pelo 4cido citrico do que pelo acido malico. Os teores de antocianinas e de
acido ascérbico tiveram uma alta correlagio positiva com a acidez em 4cido citrico ¢ a

acidez em 4cido mélico, sendo muito maior (r=0,939). Correlagdes inversas entre os valores
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de pH x antocianinas ¢ pH x 4cido ascorbico confirmam que, quanto mais baixos os valores
de pH, maiores os teores encontrados para antocianinas e acido ascérbico. Os valores de
solidos totais mostraram uma correlagio direta com os teores de antocianinas e de acido

ascorbico.

Nota-se, uma alta correlagiio positiva (r =0,962) entre os valores de acido ascérbico
com os valores de antocianinas para polpa de acerola sem tratamento térmico (PSTT). Estes
dados indicam que existe uma direta influéncia nos valores para essas duas varidveis. Uma
correlagdo inversa foi observada entre os valores de °Brix com as demais analises

quimicas para 2 polpa sem tratamento térmico.

Na Tabela 14 estio apresentados os resultados das correlagSes entre as analises

quimicas da polpa de acerola inativada termicamente (PI).

Os resultados apresentados na Tabela 14 mostram alta correlagio negativa (r =0,836)
entre os valores de °Brix e dos s6lidos totais na polpa PL Foi também verificado maior
correlaglio positiva entre os valores de acidez total, expressa em 4cido citrico e os teores de
acido ascorbico (r=0,788) do que a correlagdo acidez total, expressa em acido maélico x
acido ascorbico (r=0,604). Para a mesma polpa (PI), a comrelagiio acido ascérbico x
antocianina foi altamente positiva (=0,941).

TABELA 14. CorrelagGes (Pearson) entre as variaveis para a polpa inativada termicamente

PD
pH °Brix AcCitrico  AcMadlico SdlidosTotais Antocianinas

“Brix 20,439
AcCitrico -0,672 0,061
AcMilico -0,476 0,087 0,657
SolidosTotais 0,138 -0,836 0,342 0,143
Antocianinas -0,282 -0,577 0,655 0,545 0,690
Acido Ascérbico -0, 494 -0,357 0,788 0,604 0,544 0,941

AcCitrico- acidez em acido citrico; AcMalico- acidez em dcido malico
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TABELA 15, Comelagdes (Pearson) entre as varidveis para a polpa pasteurizada sem

desaeragéo (PPSD)
PH “Brix AcCitrico  AcM4lico  SolidosTotais Antocianinas

°Brix -0,740
AcCitrico 0,322 -0,064
AcMiilico 0,856 -0,559 0,385
SolidosTotais 0,288 0,190 0,738 0,435
Antecianinas 0,528 -0,056 0,877 0,604 8,775
Acido Ascérbico 0,602 -0,130 0,876 0,657 0,846 0,979

AcCitrico- acidez em dcido citrico; AcMalico- acidez em acido malico

Na Tabela 15 estdio apresentados os resultados das correlagbes obtidas para as
analises da polpa de acerola pasteurizada sem desaeragio (PPSD).

Os resultados (Tabela 15) mostram alta correlagiio positiva entre os valores de pHe
acidez expresso em 4cido milico (=0,856), sendo menor a correlagéo, porém direta com
os valores de acidez expressos em dcido citrico. Por outro lado, os valores de acidez para
acido citrico, em relagio as antocianinas e 4cido ascorbico, apresentaram aita correlagdo
positiva (r=0,877 ¢ 0,876, respectivamente). Qs valores de Acido ascorbico ainda
mostraram aita correlagdo positiva com os resultados de solidos fotais e antocianinas
(r=0,846 ¢ 0,979, respectivamente). Os valores de antocianinas também apresentaram uma
correlagdo direta com os solidos totais (r=0,775).

Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados das correlacbes entre as varigveis
relativas & polpa de acerola pasteurizada com desaeragio (PPCD). Os dados mostram que
houve uma alta correlagéo positiva entre os resultados de antocianinas com acidez expressa
em 4cido citrico (r=0,840) e com sélidos totais (r=0,905). Outro dado importante ¢ a alta
correlagdo positiva encontrada entre 0s teores de acido ascérbico e sélidos totais(r=0,934)
e com as antocianinas (r=0,949). O pH apresentou uma correlaglio inversa com os valores
de sdlidos soluveis, e uma correlagio direta com os valores de acidez total, sélidos totais,

antocianinas e acido ascérbico.
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TABELA 16. Correlacdes (Pearson) entre as varidveis para a polpa pasteurizada com

desaeragiio (PPCD)
PH °Brix AcCitrico  AcMailico  SélidosTotais Antocianinas

°Brix -0,656
AcCitrico - 0,376 0,116
AcMilico 0,446 -(,579 -0,484
SolidesTotais 0,524 0,013 0,803 0,489
Antocianinas 0,669 -0,129 0,340 0,576 0,905
Acido Ascérbico 0,617 -0,072 0,909 0,595 0,934 0,949

AcCitnico- acidez em acido ciirico; AcM4lico- acidez em dcido malico

3.9. Qualidade microbiolégica da polpa de acerola

A avaliacio da qualidade higiénico sanitiria de um produto é geralmente
acompanhada desde a etapa de selecio, higienizagfo, preparo, processamento
acondicionamento, até sua distnbuigio. O produto final deve assegurar o consumo isento de

microrganismos patogénicos ao homem.

Os alimentos podem contaminar-se durante as etapas de processamento devido ao
mau funcionamento ou limpeza inadequada dos equipamentos, use de material de limpeza
ndo indicado para esta finalidade, infestages de insetos e roedores, ou ainda devido a um
armazenamento inadequado (ALMEIDA, 1998).

Segundo recomendagdes da ABIA (1992), polpas de frutas devem ser preparadas
com frutas sds, limpas e isentas de parasitos ¢ de detritos animais e vegetais. Ndo deve
conter fragmentos das partes ndo comestiveis da fruta, nem substincias estranhas a sua

composiciio normal, exceto as previstas pelas normas oficiais.

Segundo os padrdes microbiolégicos estabelecidos pelo MINISTERIO DA
AGRICULTURA (1974), o suco simples congelado deve apresentar auséncia de
microorganismos patogénicos, auséncia de coliformes fecais em 1 mi, contagem de bolores
e leveduras n#io superiores a 2,0x10UFC/1g. De acordo com a ABIA( 1992), a polpa de
fruta envasada tratada ou ndo-tratada termicamente deve obedecer ao seguinte padrio:
auséncia de microorganismos patogénicos e de coliformes fecais em um grama, bactérias
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do grupo coliformes (maximo:10%/g), contagem de bolores e leveduras, nfio superior a 10°

UFC/g, microorganismos meséfilos n&o superiores a 5,0x10* UFC/ 8.

Nas Tabelas 17 e 18 estfio apresentados os resultados das anilises microbiologicas
das polpas de acerola tratadas e ndo tratadas termicamente durante 180 dias de

armmazenamento.

TABELA 17. Contagem total de bactérias (UFC/ml) da polpa de acerola com ¢ sem

tratamento térmico
Periodo de armazenamento (dias)

POLPA 0 60 120 180
PSTTV 0,5 x10° 0,2 x 10° 0,2 x10° 0,5 x 1¢°
PSTTL 0,5 x103 0,3x10° 0,5 x 10° 0,5x 10°
PIV 0 0 0 0
PIL 0 0 0 0
PPSDV 0 0 0 0
PPSDL 0 0 0 0
PPCDV 0 0 0 0
PPCDL 0 0 0 0

UFC/g ou mi ~ unidades formadoras de colénias por grama ou mililitro

TABELA 18, Contagem de bolores e leveduras (UFC/ml) da polpa de acerola com e sem

tratamento térmico
Periodo de armazenamento (dias)

POLPA 0 64 120 180
PSTTV 1,3x 10° 7x 10 1,0x 10° 22x 10
PSTTL 1,2 x 10° 0,8 x 10 0,9 x 107 1,1 x 10°
PIV 0 0 0 0
PIL 0 0 0 0
PPSDV 0 0 0 t]
PPSDL 0 0 0 0
PPCDYV 0 0 0 G
PPCDL 0 0 0 0

UFC/g ou ml - unidades formadoras de colénias por grama ou mililitro

Todas as polpas analisadas no tempo zero ¢ a cada 2 meses, nesta mvestigacio,
apresentaram resultados satisfatorios, conforme pode ser visto nas Tabelas 17 e 18. Os

valores obtidos estio de acordo com as exigéncias preconizadas pelos padries
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microbioldgicos oficiais. Assim sendo, pode-se afirmar que o tratamento térmico aplicado

assegurou a esterilidade comercial, ¢ as condiges de armazenamento garantiram a

inocuidade do preduto.
4.  CONCLUSOES
41. Os tratamentos térmicos de pasteurizagio e inativagio, nas polpas de acerola,

4.2.

4.3.

4.4,

promoveram perdas significativas nos teores de antocianinas e nos teores de 4cido
ascorbico, quando comparados as polpas ndo tratadas termicamente. Todavia, nio
houve diferenga significativa (p<0,05) na degradagfo do acido ascérbico da polpa
submetida ao tratamento de inativagio térmica (PI} comparativamente degradagio
ocorrida na polpa sem tratamento térmico(PSTT), mas houve uma significativa
degradac@o das antocianinas em ambas as polpas.

Houve diferenga significativa (p<0,05) nos teores de acido ascorbico e¢ de
antocianinas entre a polpa extraida em escala laboratorial e a polpa obtida em
escala industrial, devide a maior presséio do equipamento € o volume obtido nesta
A degradacgfio média do dcido ascorbico durante o armazenamento de 180 dias das
polpas congeladas (sem tratamento t€rmico ¢ inativadas) foi de aproximadamente
20%, e das polpas pasteurizadas sem desaeracdo e com desacragdo, armazenadas a
temperatura ambiente for de aproximadamente 33% e 30%, respectivamente. N&o
houve diferenca significativa na degradagéo do acido ascorbico entre as polpas sem
tratamento térmico e as inativadas ao final do periodo de armazenamento de seis
meses. Este resultado indica que a inativagdo térmica da polpa de acerola e o

congelamento, asseguraram os teores do acido ascorbico durante 0 armazenamento.

Ao final do periodo de armazenamento de seis meses, a degradagio média das
antocianinas nas polpas inativadas congeladas (=25,5%) foi significativamente
maior do que nas polpas sem tratamento térmico congeladas (222%). Os resultados
indicaram que a inativacdo enzimdfica dada pelo tratamento nio impediu a

vulnerabilidade de degradagfio de tais compostos por outros mecanismos.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

A redugio do acido ascorbico nas polpas congeladas ¢ ndo congeladas pasteurizadas
foi muito altas a partir de 30 de armazenamento em todos os tratamentos, sendo que
as polpas pasteurizadas apresentaram redugio mais acentuada a 90 dias de
armazenamento. As maiores perdas de antocianinas nas polpas congeladas
ocorreram entre 120 a 150 dias de armazenamento. O maior nivel de degradagfo
das antocianinas das polpas pasteurizadas ocorreram entre 30 e 120 dias de

armazenamento

O tipo de embalagem influenciou nos teores de 4cido ascérbico e antocianinas,
quando se verifica a relagio embalagem x tratamento, porém o efeito do tratamento
¢ do tempo de annazenamento foram altamente significantes nos resultados. A
embalagem lata mostrou melhor resultado de preservagsio do 4cido ascérbico e das
antocianinas nas polpas sem tratamento térmico e inativadas que foram congeladas,
mas nde influenciou os resultados destas determinagdes nas polpas pasteurizadas

ndo congeladas.

A degradagfio de antocianinas no primeiro més de armazenamento, nas polpas
congeladas sem tratamento térmico ¢ inativadas, foi de aproximadamente 2.5% ¢
4,5%, respectivamente; nas polpas pasteurizadas sem desaeragiio € com desagragdo
foi de aproximadamente 14,6% e 10%, respectivamente. Isto indica que o
congelamento foi um meio eficaz para a manutencio das antocianinas, enquanto a
pasteurizagéo, mesmo com desaeracéio foi um fator significativo para a degradagio

das mesmas.

O tratamento ¢ o tempo de armazenamento tiveram efeito significativo no nivel de
degradagio das antocianinas. Até o 3° més de armazenamento a cor das polpas
pasteurizadas apresentava-se levemente alaranjada. J4 no quarto € quinto meses, a

concentragio de antocianinas totais foi muito baixa ¢ no sexto més houve completa
degradagio desses compostos..

A inativagio térmica teve maior efeito nos valores de °Brix das polpas do que a
pasteurizagdo. Porém, ao longo do periodo de armazenamento as polpas
pasteurizadas armazenadas & temperatura ambiente aumentaram significativamente
o valor de °Brix da polpa de acerola, embora nio temha apresentado um

comportamento linear. O maior aumento nos valores de °Brix ocorreram no terceiro
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4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15,

més de armazenamento. Este comportamento pode ser devido a degradagio de
compostos, em consequéncia do tratamento térmico associado a outros fatores, que
pode ter favorecido a hidrdlise de compostos como agucares (carboidratos) e/ou

outros, durante ¢ armazenamento.

O tempo de armazenamento ¢ ¢ tratamento influenciaram os resultados obtidos
para acidez total ¢ os teores de solidos totais. A acidez total, ao final de seis meses,
apresentou uma perda em tormno de 5% para as polpas congeladas, e em torno de
6,7% para as polpas pasteurizadas. Essa diminuicdo possivelmente se deve 4
degradacio de acido ascdrbico descritas nas correlagdes de Pearson, e/ou outros

acidos orgénicos presentes na polpa de acerola.

O tipo de tratamento utilizada influenciou os valores de pH das polpas de acerola.
Este parimetro (pH) sofreu aumento significativo com o tempo de armazenamento,
embora nfo tenha havido um comportamento linear, no entanto o tipo de

embalagem nio influenciou os resuitados desta medigdo.

A acidez em acido citrico e os solidos totais apresentaram alta correlagiio direta com
os teores de acido ascorbico e de antocianinas para todos os tratamentos. Em todas
as polpas testadas, houve uma correlag@o positiva muito alta entre 4cido ascorbico €

antocianinas.

O tratamento de exaustio (com a funcdo de desacracio) das polpas pasteurizadas
nio teve influéncia significativa (p<0,05) nos resultados obtidos para acido
ascorbico, antocianinas totais, acidez total, °Brix e pH, embora tenham ocormmdo
pequenas diferengas nos dois primeiros mais favordvel ao armazenamento na

embalagem de lata.

Modelos de regressdo podem ser usados como preditivos para estimar os valores de
acido ascorbico e antocianinas, desde que utilizando-se as demais analises quimicas
nos coeficientes do modelo, e desde que sejam rigorosamente obedecidas as
condi¢es experimentais.

Os testes microbioldgicos comprovaram a inocuidade das polpas de acerola durante

o periodo de 180 dias de armazenamento .
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CAPITULO V

POLPA DE ACEROLA: ESTUDO DA COR

1. INTRODUCAO

A escolha de um alimento esté relacionado, na maioria das vezes, com sua cor ¢ brilho.
A cor é um pardmetro importante para a escolha de um produto pelo consumidor.
Apresenta significado de qualidade e seguranga. O rétulo “natural” em um alimento induz

a sua preferéncia.

Fisicamente a cor ¢ uma caracteristica de luz mensuravel em termos de intensidade
(energia radiante ¢ comprimento de onda). A cor é dada em fungZo da presenga de luz, com
reflexdioc pelo objeto de alguns comprimentos de onda, em detrimento de outros
(RIGHETTO,1996).

A acerola é um fruto de grande repercussdo no mercadoe intemacional devido
possuir varas qualidades, como valor nutricional, aspecto e cor. No Brasil, principalmente
no Nordeste tém-se investido na agricultura para obter-se variedades de acerola que reunam
certas caracteristicas essenciais como por exemplo, um alto nivel de produtividade
(préximo a 100 kg/planta/ano) e a produgdo de frutas com pelicula de coloragdio vermelha,
peso superior a 8-10 gramas/fruto ¢ teor de vitamina C acima de 2.000 mg/100 g de polpa
(NETO & SOARES, 1994). Atualmente, um dos problemas enfrentados pelos produtores ¢
a presenga de plantas que produzem apenas frutos amarelados que, apesar de apresentarem
caracteristicas internas iguais aos frutos vermelhos, sfo pouco aceitos pelos consumidores e
compradores que preferem frutos, ou produtos fabricados da acerola vermelha,

caracteristica indispensével para o comércio de exportagéio (ALVES, 1996).

Virios sio os pigmentos responsaveis pela cor dos alimentos como, por exemplo, as
antocianinas, os carotenéides, além de outros. As antocianidinas sfo compostos coloridos

que ocorrem na natureza na forma de glicosideos em muitos frutos e vegetais.
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Em geral, as antocianidinas (agliconas) sio caracterizadas na sua estrutura basica, por
um cation flaviliun e diferentes substituintes no anel B. A deficiéncia de elétrons na sua
esttutura toma as antocianidinas altamente reativas, ¢ sua estabilidade & altamente
dependente do pH. Os glicosideos s@o muito mais estaveis do que as agliconas (FRANCIS,
1989). Tais compostos pertencem 2 classe dos flavonéides. Podem contribuir, pelo menos
em parte, com propriedades antioxidantes de muitos frutos e vegetals ¢ também como
fontes naturais de cor dado pelas antocianinas ( SATUE-GRACIA et al., 1997).

GUYOT et al. (1998) reporta que, as antocianinas podem ser consideradas como uma
classe adicional de compostos fendlicos e estdo presentes na casca de algumas variedades
de frutos, como em algumas variedades de magca.

Na acerola, os pigmentos encontram-se principalmente na casca. A polpa muitas vezes
¢ quase incolor ou levemente amarelada, havendo poucas cultivares com polpa vermelha.
Os produtos frescos de acerola variam de cor, do amarelo avermelhado até o vermelho
intenso. Essa coloragfio, entretanto, sofre conseqiente degradacfio, tornando o produto,
ap6s determinado tempo de ammazenamento, menos atracnte, com visivel escurecimento.

No caso do fruto inteiro, torna-se gradativamente amarelado, descolorido.

Alguns trabalhos de pesquisa tém mostrado a importincia do tipo de antocianinas
presentes em frutos e vegetais € a sua estabilidade. De acordo com BROUILLARD (1982),
as antoctaninas com residuos de glicose séio mais estaveis 4 temperatura ¢ a luz quando

aciladas. Seus citions flaviliuns s8c mais estiveis em solugdes mais acidas.

Muitos fatores relacionados a0 processamento e ao armazenamento, podem influenciar
na degradagdo dos pigmentos, responsaveis pela cor do produto. Os principais fatores que
provocam a degradagio das antocianinas sio temperatura, pH, compostos fen6licos, aghcar

e produtos da degradaciio dos agucares.

CEMEROGLU et al. (1994) investigaram a degradacfo das antocianinas em suco
concentrado de cereja 4acida, com 71° Brix, apos exaustio de todo espago vazio da
embalagem, colocadas em banho-maria & 50°C, 60°C, 70°C e 80°C, estocados a —18°C,
5°C, 20°C e 37°C, a diferentes tempos de armazenamento (8-48 horas ¢ 0 — 160 dias). Os

resultados indicaram que, as antocianinas no suco concentrado (71°Brix) foram mais
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suscetivels & degradagfo térmica do que no suco a 15°Brix. Na temperatura de 20°C (71°
Brix), a meia-vida da cor do suco foi cerca de 38 dias, na temperatura de 37°C foi de 11
dias, ¢ na temperatura de 50-60°C, a degradagdo de cor foi duas vezes maior que a 20°C.
Os autores concluiram que seria possivel aumentar dez vezes mais a estabilidade da cor dos
sucos concentrados de cergja, armazenados A temperatura ambiente, estocando-se a 5°C

onde a meia-vida foi extendida para cerca de 1 ano.

Para estudar a degradacéo dos pigmentos (antocianinas) responsaveis pela cor vermelha
do fruto de morango, extrato antocidnico foi submetido a4 temperaturas de 45°C a 110°C a
pH de 2,0 e 3,4, em sistemas modelos. Os resultados mostraram que, na auséncia de
oxigénio o principal pigmento sozinhe, ou acido ascérbico sozinho, sio relativamente
estaveis, sendo o pigmento menos estdvel que a vitamina. Na presenga de oxigénio, o
pigmento sozinho, ou 4acido ascorbico sozinho, sdo relativamente instaveis, sendo o
pigmento mais estavel que a vitamina. J4, na auséncia de oxigénio, a simultdnea presenca
do pigmento e dcido ascorbico levou a uma rapida degradagfio de ambos do que guando
sozinhos. Néo foi verificado degradagio do pigmento quando estocade seco, na forma

cristalina, indicando que a agua parece estar envolvida na reagdo de descoloracdio

(MARKAKIS et al., 1957).

Na acerola, o principal pigmento responsavel pela cor vermelha, sfo as antocianinas
(SANTINI & HUYKE, 1956; ASENJO, 1978; SILVA et al., 1998), além desses pigmentos
também foram identificados os carotendides o-caroteno, B-caroteno, PB-criptoxantina e
fitoflueno, sendo o principal o B-caroieno, responsavel por mais de 90% do teor de
carotendides totais (CAVALCANTE, 1991). Esses compostos mostraram-se estdveis em
puré e flavédo de laranja Valéncia provenientes da Espanha, apos pasteurizacio de 99°C
por 30 segundos (VALADON & MUMMERY, 1981), ¢ em sucos de goiaba o f-caroteno
permaneceu estavel ¢ apresentou perda ndo significativa durante o armazepamento

(PADULA & RODRIGUES-MAYA, 1986)

Estudos sobre os efeitos do tratamento térmico em suco de acerola mostraram que, ©
principal fator de degradagfio da cor do suco pasteurizado, estava relacionado com a
presenca do oxigénio, seguido do pH, temperatura, acide ascérbico e enzimas (ROCHA,
1988). De acordo com relato de MATSUURA (1994), o tempo ¢ temperatura de
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armazenamento em sucos de frutas coloridas, ¢ a quantidade de oxigénio sfo os principais

responsaveis pela deterioragdo da cor durante o armazenamento dos sucos.

No tratamento térmico de pasteurizagio em suco de acerola (88°C/45 segundos)
concentrado e ndo-concentrado congelado a —18°C, os teores totais de antocianinas foram
mantidos em ambos. Comparando-se os pardmetros de cor pelos sistema L. a b Hunter, foi
observado que nos dois tratamentos ocorren uma diminuigéio da intensidade de vermelho €
aumento dos valores de amarelo para ambos tratamentos, durante o periodo de
armazenamento de 180 dias. Porém, o maior aumento foi verificado no suco ndo tratado
termicamente. Bssas diferengas foram apontadas em testes sensoriais (MATSUURA, 1994).

TABELA 1. Efeito de diferentes tratamentos térmicos sobre a cor, € atividade enzimatica

do suco de acerola
Tratamento térmico Cor Pectina Esterase
Testernunkha Laranja avermelbado ++ +
Até atingir 68°C Idem +++ +
Até atingir 70°C Idem +++ +
70°C x 10 min Idem ++ +
70°C x 15 min Idem ++ +
70°C x 20 min Idem + +
70°C x 23 min Laranja amarelado +++ +
70°C x 26 min [dem ++ +
70°C x 30 min Tdem + +
80°C x 1 min Idem ++ +
80°C x 3 min fdem ++ +
80°C x 5 min Idem + +
Até atingir 90°C Amarelado +
70°C x 15 min/ pH 4 Idem +
70°C x 30 min / pH 4 Idem +
80°C x 1 min/ pH 4 Tdem -
80°C x 5 min /pH 4 Idem -

FONTE: ROCHA (1988) (+ grau de intensidade de cor)
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ROCHA (1988) testou a eficiéncia da pasteurizagdo pelo bindmio temperatura x
tempo, verificando ao mesmo tempo a mudanca de coloragfio e atividade enzimatica do
suco de acerola. Foi colocado 50 ml da amostra em erlenmeyer e aquecido em banho-

maria sob diferentes temperaturas encontrando os resultados descritos na Tabela 1.

Cerejas tratadas por osmodesidratagio usando xarope de milho (24% glucose, 29%
maltose, 12% polissacarideos, 35% 4gua)- sucrose — agua (5:3:1, w/w/w) ¢ acido ascorbico
(1%) como antioxidante, foram pasteurizados por imersgo direta (PD) no xarope, (85°C/3
minutos) e pasteurizagio convencional, PC (85°C/ 25 minutos). Os resultados mostraram
que a PD afetou somente a cor da casca do fruto, enquanto a PC produziu degradacdo de
antocianinas no fruto como um todo (FORNI et al., 1993)

Trabalhos realizados por JANSER (1997), mostraram que a acerola quando tratada
com misturas de enzimas pode produzir maior rendimento de suco (80%) ¢ melhoria da

qualidade para o aroma, ¢ “ flavour” e aumento de cor o suco.

O objetivo deste trabalho foi investigar as alteragSes de cor na polpa de acerola
tratada e ndo-tratada termicamente através de analise instrumental utilizando colorimetro
Minolta

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matéria prima

Quatro cultivares de acerola nfio classificados taxonomicamente com diferentes
coloragges (Figura 1) de casca, foram obtidas de um produtor da cidade de Indaiatuba-SP,
regiio de Campinas (Tabela 2) com cddigos atribuidos pelo préprio produtor.

Os frutos foram selecionados no laboratdrio, eliminando-se agueles danificados. Apds
a selegiio, procedeu-se a limpeza dos frutos com &gua corrente, seguida de higienizagio
com hipoclorito de soédio a 20 ppm (mg/L) durante 15 minutos, deixando escorrer
totalmente a dgua. O armazenamento dos frutos foi feito em sacos plasticos, com peso de 1

kg, congelados a —18°C até o momento da extracio da polpa no extrator da marca
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BERTUZZI, cuja capacidade & de aprosimadamente 1000kg/h, com peneira de 0,8mm
dizimetro de furo.

TABELA 2. Coloragio das acerolas codificadas pelo produtor

Frutos Cédigo Coloragiio
Acerola 1 19/37 Vermelha
Acerola 2 28/39 vermelho-laranjado
Acerola 3 2141 vermelho ¢ vermelho escuro
Acerola 4 Jumirim vermelho-parpura

2.2.Tratamento e armazenamento das polpas de acerola

Para a produgio da polpa de acerola, os guatro cultivares foram misturados para
constituir uma Unica amostra. A polpa foi extraida em planta piloto ¢ dividida em quairo
partes: a primeira, ndo tratada termicamente; a segunda, inativada em tanque encamisado,
onde a polpa permaneceu sob homogeneizagio até atingir 85°C deixando-se por 3 munutos,
(semelhanfe a0 branqueamenio) para inativagio das cnzimas; a tercetra, parte foi
pasteurizada em pasteurizador tubular, a uma temperatura de 95°C + 1,20 por 25 segundos;
a quarta parte foi retirada da terceira que, além de pasteurizada, foi submetida a exaustio
para retirada do excesso do oxigénio presente ma polpa. Todas as polpas tratadas
termicamente foram envasadas & quente. As duas primeiras polpas (sem tratamento térmico
¢ mativadas) foram imediatamente armazenadas a -18°C, e as pasteurizadas armazenadas i
temperatura ambiente. Todos as amostras foram acondicionadas em vidro ¢ em lata para
comparar a qualidade do produto em relagdo ao tipo de embalagem (Fluxograma no

capitulo I'V, item 2).
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FIGURA 1 Fotos dos 4 cultivares de acerola usados para formar a mistura (5) que

constituiu a polpa experimental
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Codificacio dos tratamentos:
PSTT Polpa sem tratamento térmico
Pl Polpa inativada
PPSD Polpa pasteurizada sem desaeragio

PPCD Polpa pasteurizada com desaeragdo

Codificacfio das embalagens

Para identificar o tipo de embalagem, foi adicionada a letra V para vidro e L para
lata no final da codificag@io dos tratamentos. Por exemplo, PSTTV, siginifica que se trata da
polpa sem tratamento térmico acondicionada em vidro.

Codificaciio dos Tempos de medicio:

0 0 dia

1 30 dias

2 60 dias

3 90 dias

4 120 dias
5 150 dias

6 180 dias
Codificacio da Cor:
L Luminosidade
a Vermelho
b Amarelo
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2.3. Analise objetiva da cor

A cor das polpas de acerola foi avaliada objetivamente em colorimetro, marca
Minolta, modelo CR-300, com iluminante C (luz do dia) e angulo de 2°. Os pardmetros
utilizados foram os valores de L (Luminosidade), a (intensidade de vermelho) e b
(intensidade de amarelo) também denominado de CIELAB, definido pela CIE (Comissdo
Internacional de Numinaggio) em 1976. Os valores de a e b representam a cromaticidade,
que podem ir de valores positivos a negativos ( de b"=amarelo ao b = azul, ou dea” =
vermelho ao a” = verde) (Figura 2A e 2B). O centro ¢ acromidtico, € o aumento da
cromaticidade segue a diregiio do centro para fora (MINOLTA, 1994).

Para calibrar o equipamento foi utilizada uma placa de azulejo branca padronizada
pelo fabricante e padrées internos de cor Y= 94,20, x=0,3134 ¢ y = 0,3207.

Para determinar os valores de L a b foram testadas capsulas plasticas foscas e
cépsulas de vidro optico. Optou-se por esta ultima acompanhada de fundo branco,
semelhante ao padrdo do aparelho com espessura de camada de 3mm. As anlises tiveram
cinco repeticGes, com 10ml de polpa e uso de uma espatula para aplainar a superficie
externa da amostra que entraria em contato com o cquipamento. A leitura da cor foi

diretamente sobre a amostra sem que a luz atravessasse a capsula.

Para eliminar os gases formados na polpa de acerola durante o armazenamento, as
amostras foram homogeneizadas e degaseificadas em ultrassom, de 15 a 20 minutos, em

A
banho gelado para evitar degradagiio da cor durante esse procedimiento.

Para avaliacdio de cor foram determinados os valores de L, aeb, 0o “hue” (H) ou
coloragdo, a saturagho (S) e a diferenga da cor (AE) para todos os tratamentos. Foi
comparado 0 resultado da polpa sem tratamento térmmico (PSTT) com as demais,
imediatamente apds o processamento (tempo zero) e a cada 30 dias de armazenamento
durante 180 dias. Os célculos seguiram as formulas descritas por HUNTER ( 1975).

H=+va/b s=Va2 +5? AE = VA + Ad® + AD?
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2.4, Metodologia estatistica utilizada

De acorde com a sstrutura do experimento, foi considerado um plano fatorial com dois
fatores, embalagem ¢ tratamento (tratamento), variando em dois (0 e 1) ¢ quatro niveis (0,

1. 2 e 3) respectivamente.

Devido a suspeitas de possivel influéncia do tempo nas medigSes da andlise de cor,

este foi mtroduzido no experimento como um fator de blocagem. A magnitude desta

influéncia foi testada nas andliges.

Andlises estatisticas aplicadas:

As analises festaram a influéncia da embalagem, do tratamento ¢ do tempo nos

diferentes parimetros de cor.

Para avaliar os dados experimentais foi empregada a analise de varifncia (ANOVA),
determinando-se a significancia pelo Teste F e comparagfio das médias pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade usando o software SAS { THE SAS SYSTEM, 1992).

Os pardmetros da cor dados pelo sistema L a b foram medidos no tempo zero de
processamento da polpa, para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos empregados. A

cor foi avaliada também, no tempo final do armazenamento.

No tempo zero de processamento, os valores de 1. a b obtidos dizem respeito apenas
acs tratamentos das polpas, independente do tipo de embalagem. Para andlise final {tempo
de scis meses de armazenamento), os dados calculados levaram em consideragdo o tipo de

embalagem ¢ o tratamenio inicial.
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FIGURA 2. Representacio da cor

A — Representagio da cor solida para cor no espaco L a b
B — Representagdo de cromaticidade a ¢ b

FONTE: Adaptado de MINOLTA (1994)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo comparativo dos parametros de cor L a b nas polpas de acerola nos
tempos inicial (zero) e final de tratamento (seis meses)

Tomando-se a polpa PSTT (polpa sem tratamento térmico) como controle, os dados
da Tabela 1 mostram que o tratamento térmico no tempo zero (To) provocou significativo
aumento (p<0,05) da luminosidade e da cor amarela (b"), ao contrério da cor vermelha (a")

que sofreu significativa diminuigéo (p<0,05) nas polpas tratadas termicamente.

A pasteunizagfo foi o processo mais drastico no tempo zero, sobre a cor vermelha
promovendo uma perda de 64,60% e 7331% nas polpas pasteurizadas sem
desaeracdo(PPSD) e com desaeragio (PPCD), respectivamente. A inativagio teve 58,68%
de degradagfio. Semelhantes resultados foram encontrados por MATSUURA (1994) ao

tratar o suco de acerola termicamente pelo processo de pasteurizacio a 88°C/45 seg..

Os processamentos térmicos experimentais (pasteurizagio e inativagdo),
provocaram visivel mudanga de cor do vermelho para amarelo-alaranjado nas polpas

imediatamente apés tratamentos (Figura 3A).

A cor vermelha na acerola e em seus produtos ¢ atribuida a concentracio de
antocianinas. Experimento realizado por CONCEICAQ (1997) mostrou que a cinética de
degradacio das antocianinas obedecia & reagfio de primeira ordem, e a presenca do acido
ascorbico elevava a velocidade da reagio. CHAN e YAMOTO (1994) reportaram que, a
energia de ativagdo (Ea) para destruir wm microrganismo ¢ de 50kcal/mol e a Fa para as
antocianinas de acerola ¢ de 12-16kcal/mol. Portanto, a degradacdo das antocianinas ocomme
antes da destruigdio de microrganismos, sob condigdes de tratamento térmico comercial. Foi
determinado empiricamente que o valor obtido da razio da Ea por 10’ seria semelhante a
temperatura minima em °C, em que uma reagdo comegava a ser significativa em alimentos,

Logo a temperatura critica para iniciar da degradacio das antocianinas é de 12-16°C.

Assim, pode-se dizer que destrui¢iio maior ou menor dos pigmentos vermelhos dos

produtos de acerola, sfo dependentes da temperatura dos tratamentos térmicos como
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brangqueamento ou esterilizagfio comercial. Novas tecnologias tém sido testadas para evitar
a perda de cor do suco de acerola entre as guais, a secagem por atomizagdo ¢ o uso de
microencapsulagio ( FIGUEIREDO, 1998), a  pasteurizagio “flash” realizadas em
trocadores de calor a temperatura de 90°C/45-60s (GAVA, 1985) como alternativas para
garantir as propriedades fisico-quimicas, s¢ a temperatura de armazenamento for baixa

(refrigracfio ou congelamento) para assegurar a estabilidade dos pigmentos.

A Tabela 3 mostra os valores médios de cromaticidade para L a b nos tempo inicial
¢ final de armazenamento da polpa de acerola. Também estdo apresentadas as diferencgas

com respeito ao periodo de armazenamento.

Ao final de seis meses de armazenamento (Tg) das polpas, os resultados (Tabela 3)
indicaram perdas em todos os parimetros de cor L a b. Considerando-se a ordem de
tratamento das polpas como PSTT, P, PPSD, PPCD, foi calculado em média, a perda de
luminosidade de aproximadamente 3,25 %; 2,99%; 7,12% e 7,89%, respectivamente; a
perda da cor vermelha foi cerca de 67,36%; 65,77%; 44,13% e 29,32%, respectivamente.
Portanto, a polpa pasteurizada com desaera¢fio(PPCD) apresentou maior retengdo da cor
vermelha. Tais dados indicam que a retirada do oxigénio dessas polpas facilitou a

preservacgio da cromaticidade do vermelho (a) durante o armazenamento (seis meses).

A intensidade da cor amarela (b*) no final de seis meses de armazenamento (T¢),
apresentou um aumento na ordem de 5,14% nas polpa sem tratamento térmico (PSTT), ao
contrario das polpas tratadas termicamentc que apresentaram diminuicdio de b" nesse
periodo de aproximadamente 543%, 1,46% e 594% nas polpas inativadas (PI),
pasteurizadas sem desaeragioc (PPSD) e pasteurizadas com desaeragéo (PPCD),
respectivamente. Isto indica que os pi