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Resumo

RESUMO

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é uma fruta do cerrado de grande importancia econdmica,
que apresenta alto teor de compostos fendlicos e carotendides e alta atividade antioxidante. Este
trabalho teve como objetivo desenvolver produtos ricos em compostos funcionais, principalmente
compostos fendlicos e carotendides, a partir de extratos aquosos e alcodlicos de pequi
concentrados por processos de membranas. Inicialmente, as principais varidveis relativas ao
processo (tempo e temperatura) foram avaliadas, para definir a melhor forma de extragdo aquosa
e alcodlica dos compostos bioativos da polpa, do endocarpo espinhoso e da semente do fruto. A
partir das condi¢des selecionadas nessa primeira etapa (temperatura de 25 °C durante 1 hora de
extracdo para o extrato aquoso e 40°C durante 24 horas para o extrato alcodlico), foram
produzidos extratos concentrados utilizando-se uma unidade de membrana de pequeno porte, que
faz a simulacdo de escoamento transversal com diferentes tipos de membranas: uma de
ultrafiltracdo (UF com cut-off de 100 KDa) e duas de nanofiltracdo(NF 90 e NF 270, com cut-off
de 200-300 Da e diferentes materiais). Durante os processos, os fluxos de permeado foram
calculados, as membranas foram submetidas a uma caracterizacao morfoldgica antes e depois do
processo de concentracdo e os produtos obtidos (alimentacdo, concentrado e permeado) de cada
processo foram caracterizados em relagdo as seguintes propriedades: densidade, viscosidade, cor,
polifendis totais, carotendides e atividade antioxidante. Os fluxos de permeado dos processos de
ultra e nanofiltracdo para os extratos alcodlicos e aquosos variaram de 7,06 a 9,17 L/h.m? e ndo
apresentaram diferenca significativa. O processo de concentracdo por membranas para o extrato
alcodlico de pequi mostrou-se ineficiente para concentrar os compostos bioativos, uma vez que
todas as condi¢Oes apresentaram coeficientes de retengdo menores que 15% tanto para compostos
fendlicos, quanto para carotendides. Para o extrato aquoso, as membranas de nanofiltracdo
apresentaram 100% de retencdo de carotendides e 93% (NF 270) e 97% (NF 90) de retencao de
polifendis. Concordando com estes resultados, o concentrado aquoso obtido com a membrana NF

90 mostrou-se rico em compostos bioativos e alta atividade antioxidante.

Palavras-chaves: Caryocar brasiliense Camb., nanofiltracdo, antioxidantes, carotendides,

compostos fendlicos.
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Abstract

ABSTRACT

Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a fruit of Cerrado Brazilian region with great economic
importance and contains high levels of phenolics compounds and carotenoids as well as high
antioxidant activity. This work aimed at developing products rich in functional compounds,
mainly phenolic compounds and carotenoids, from aqueous and alcoholic pequi extracts
concentrated by membrane processes. Initially, the main variables of the process (time and
temperature) were evaluated, to define the best form of alcohol and water extraction of bioactive
compounds from the pulp, prickly endocarp and seed fruit. From the conditions selected in this
first step (25 °C for 1 h to extract the aqueous extract and 40 °C for 24 h for the alcohol extract),
concentrated extracts were produced using a laboratorial membrane unit, which makes the
simulation of cross flow with different types of membranes: one of ultrafiltration (UF with cut-
off of 100 KDa) and two of nanofiltration (NF 90 and NF 270, with cut-off of 200-300 Da and
different materials). During the process, the permeate fluxes was calculated, the membranes were
subjected to a morphological characterization before and after the concentration process and the
products obtained (feed, concentrate and permeate) from each process were characterized by the
following properties: density, viscosity, color, total polyphenols, carotenoids and antioxidant
activity. The permeate fluxes of ultra and nanofiltration process for alcoholic and aqueous
extracts varied from 7.06 to 9.17 L/h.m?, and they did not presented significant difference. The
concentration membrane process of the alcoholic pequi extract was ineffective to concentrate the
bioactive compounds, since all conditions showed retention coefficient lower than 15% for both,
phenolic compounds and carotenoids. For the aqueous extract, the nanofiltration membranes
process showed 100% retention of carotenoids and 93% (NF 270) and 97% (NF 90) the retention
of polyphenols. According to these results, the aqueous concentrate obtained with the NF 90

membrane showed rich in bioactive compounds and higher antioxidant activity.

Keywords: Caryocar brasiliense Camb., nanofiltration, antioxidants, carotenoids, phenolics

compounds.
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Introducdo e Justificativa

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Compostos bioativos ou compostos com propriedades funcionais sdo substincias como
polifendis, vitaminas, carotendides, oligofrutose, entre outras, que normalmente estdo presentes
nos alimentos em pequenas quantidades e afetam beneficamente uma ou mais fun¢des alvo no
organismo. Estes compostos ndo sdo remédios e ndo apresentam efeitos terapéuticos, eles
possuem os efeitos nutricionais, de maneira que sejam tanto relevantes para o bem-estar e a saide
quanto para reducdo dos riscos e prevencdo de problemas de saide e melhoramento do
metabolismo do corpo humano (KRIS-ETHERTON et al., 2002; ROBERFROID, 2002;
BIESALSKI et al., 2009).

Alto teor de compostos bioativos (compostos fendlicos, [-caroteno, zeaxantina,
violaxantina, luteina e vitamina C) € encontrado em uma tipica fruta do cerrado brasileiro: o
pequi (Caryocar brasiliense Camb.) (AZEVEDO-MELEIRO, 2003; LIMA et al., 2007). Estes
compostos sdo antioxidantes naturais que vem apresentando um crescente interesse de
consumidores e da comunidade cientifica, devido a grande énfase dada a atividade antioxidante
como modo de acdo contra doengas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer. Além disso,
estudos mostram que os antioxidantes também estdo envolvidos no processo de envelhecimento

(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2000; MCCORD, 1994; KRINSKY, 1994).

O pequi também apresenta alto valor nutricional, é fonte de energia, proteinas, fibras e
minerais, possuindo principalmente zinco, cobre e fésforo (OLIVEIRA et al., 2010). Atua como
fonte de renda para diversos sertanejos da regido e € bastante apreciado e largamente consumido
nas regides produtoras, apesar de ainda ser pouco conhecida em todo territério nacional e ndo ter

ampla exploragcdo comercial (OLIVEIRA et al., 2008).

Pesquisas cientificas como as realizadas por Grisolia et al. (2006); Roesler et al. (2007);
Lima (2008); Porto (2008); entre outros, indicam que os compostos com propriedades funcionais
do fruto pequi podem ser extraidos utilizando diferentes solventes. O dlcool etilico, por extrair
grande quantidade de compostos bioativos e ser adequado a industria de alimentos, € um dos
solventes mais utilizados para o processo de extragdo em vegetais. Entretanto, esse possui alto
sabor residual (KONISHI et al., 2004, LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005). Assim, um
solvente alternativo que estd sendo muito estudado recentemente € a dgua, que vem se mostrando

1
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muito eficiente para a extragdo, sendo mais vantajosa principalmente por ndo ter contra
indicagdes € ndo apresentar sabor residual. Os compostos fendlicos sdo hidrossoliveis. Os
carotendides apesar de lipossoliveis, podem ser extraidos em dgua, em menor quantidade, como
€ o caso do a e P-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina (SANCHEZ et al., 2008). Desta

maneira, € interessante o estudo da extracdo dos compostos bioativos por ambos os solventes.

No entanto, na extracdo solido-liquido de produtos naturais (vegetais, ervas, etc.)
normalmente se obtém um extrato muito diluido, fazendo-se necessdria sua concentracdo para
posteriores aplicagdes. Os processos tradicionalmente utilizados para concentrar este tipo de
extrato incluem a destilacdo a vapor simples ou a véacuo, que geralmente requer altas
temperaturas e elevado consumo de energia, tornando-se inapropriados para esta aplicacdo, ja que

os compostos biologicamente ativos sao termossensiveis (TYLKOWSKI et al., 2010a).

O processo de separagdo por membranas (ultra, nanofiltracdo e osmose inversa) tem sido
bastante utilizado para concentrar compostos biologicamente ativos (XU; WANG, 2005; JESUS
et al., 2007; PATIL; RAGHAVARAO, 2007; TSUI; CHERYAN, 2007; ONGARATTO, 2009;
GURAK et al. 2010; MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010; SILVA, 2010; TYLKOWSKI et al.,
2010b; PESHEYV et al., 2010). Este método baseia-se na utilizacdo de membranas sintéticas como
barreira seletiva, que restringem total ou parcialmente o transporte de uma ou vdérias espécies
quimicas presentes em uma solucdo. Assim, a tecnologia promove a separacdo dos compostos

sem a utilizacdo de altas temperaturas (RIJN, 2005, HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Portanto, a utilizacdo de processos de separacdo por membranas em extratos vegetais
preserva os compostos bioativos. Seus produtos conservam as propriedades nutricionais e
antioxidantes dos extratos frescos, além de manterem a cor e o flavor do produto inicial, o que

nao € observado nos processamentos térmicos (CASSANO et al., 2003)

Os processos de separacdo por membranas devem ser testadas para cada solugdo de
trabalho, pois a eficiéncia desta técnica € diretamente afetada por alguns fatores do processo,
como caracteristicas da solucdo de alimentacdo, tipo de membrana, velocidade tangencial,

pressdo, temperatura, turbuléncia e tamanho das particulas.

Desta maneira, ¢ de interesse estudar os processos de extracdo dos compostos

biologicamente ativos de pequi e sua concentragdo por processo de separagdo por membranas,
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ultra e nanofiltracdo, para a obtencao de extratos concentrados que podem viabilizar o uso desta
fruta como ingrediente nas indudstrias cosmética, farmacéutica e alimenticia. Espera-se com isto,
aumentar suas perspectivas de comercializacdo e agregar valor ao produto nacional, além de
proporcionar o desenvolvimento social, econdmico e ambiental do cerrado, gerando renda para as

populacdes locais e a protecdo ambiental.






Objetivos

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a viabilidade do uso do processo de
separacdo por membranas para a concentracdo de extratos alcodlicos e aquosos de polpa,
endocarpo e sementes de pequi, de forma a obter um produto concentrado, com alto teor de

compostos bioativos.
Os objetivos especificos foram:
= Caracterizar nutricionalmente a polpa e a semente do pequi;

= [Estudar a extragdo aquosa e alcodlica, em escala de bancada, da polpa, endocarpo e
semente de pequi, avaliando-se as principais varidveis relativas ao processo, para se obter

um extrato com maior teor de compostos fendlicos e carotendides;

= Estudar a concentrac@o do extrato da polpa, endocarpo e semente de pequi por processos

de ultra e nanofiltracdo;

= Analisar os extratos de pequi e os produtos obtidos no processo de separagdo por

membranas em relacdo a atividade antioxidante, teor de carotendides e compostos

fendlicos, verificando a preservacao de tais compostos apds o processo de concentracao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pequi

3.1.1. Aspectos gerais

O fruto pequi (Caryocar brasiliense Camb.), pertencente a familia botanica Caryocaceae,
€ uma espécie nativa do cerrado brasileiro. Tem ocorréncia no Pard, Tocantins, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Bahia, Piaui, Ceara e Maranhdo, onde
¢ conhecido popularmente como pequi, piqui, pequid-bravo, améndoa de espinho, grao de cavalo

ou améndoa do Brasil (ALMEIDA et al., 1998; LIMA et al., 2007).

O pequizeiro (Figura 3.1A) é uma 4rvore com tronco tortuoso de casca dspera e rugosa e
pode chegar a 10m de altura. Suas folhas sao formadas por trés foliolos com as bordas recortadas
e suas flores (Figura 3.1B) s@o grandes e amarelas, surgindo durante os meses de setembro a

dezembro (SILVA; TASSARA, 2001).

Figura 3.1. (A) O pequizeiro e (B) A flor do pequizeiro.

Cada arvore pode fornecer em média 6 mil frutos por ano, entre os meses de janeiro e
margo. E considerado maduro quando sua casca, que permanece sempre da mesma cor verde-
amarelada, amolece. Partida a casca, encontram-se 0 mesocarpo externo e de um a quatro carogos
reniformes (Figura 3.2A). Cada um € constituido de polpa, de coloragdo amarelo-intensa, que,
por sua vez, envolve um caroco duro (endocarpo), que contém uma semente (Figura 3.2B). Ao
redor do caroco encontra-se grande quantidade de pequenos espinhos, 0s quais sdo responsaveis
pelo nome do fruto originado do tupi, “pyqui”’, no qual “py” significa casca, e “qui”, espinho

(ALMEIDA; SILVA, 1994; SILVA; TASSARA, 2001).
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Figura 3.2. (A) O fruto do pequi paftido e (B) O carogo do pequi partido.

Atualmente, a exploragdo econdmica do pequi € considerada uma prética ambientalmente
sustentdvel, que acontece de forma extrativista e envolve principalmente os sertanejos habitantes
da regido de coleta, que vendem o fruto in natura e seus derivados no mercado local e nas
cidades circunvizinhas ou em cooperativas (SILVA; TASSARA, 2001). No Brasil em 2006,
conforme registros do IBGE, foram colhidas 5.351 toneladas de pequi, das quais a producao dos

Estados brasileiros encontra-se na Figura 3.3 (ROCHA et al., 2008).

0,1%
1,7%

0,1%

0,1% m Ceard

B Minas Gerais
m Goias

M Bahia

M Pard

H Mato Grosso

m Tocantins

m Maranhdo

Pernanbuco

Figura 3.3. Producao de pequi dos Estados Brasileiros (ROCHA et al., 2008).

Existem varios produtos derivados do pequi com aplicagdes em diferentes segmentos da
atividade humana. A polpa do fruto é muito apreciada na forma de licor e ¢ amplamente utilizada

na cozinha regional, fazendo parte da elaboracdo de diferentes pratos, como: arroz com pequi,
8
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feijao com pequi, frango com pequi e o tradicional baido de trés: arroz, feijao e pequi (LIMA et
al., 2007). O dleo extraido da polpa além de ser utilizado na culinaria, € empregado na industria
cosmética e como produto da medicina popular, ja que seu efeito tonificante combate a bronquite,
a gripe e o resfriado. A améndoa ou castanha € comestivel e muito saborosa, sendo utilizada
como ingrediente de farofas, doces e pagocas, além de ser consumida salgada como petisco
(OLIVEIRA et al., 2008). A industria de cosméticos também a utiliza, produzindo a partir de seu
6leo, sabonetes e cremes fortificantes para pele (SILVA; TASSARA, 2001). Da casca do pequi é
fabricada uma farinha, que possui sabor distinto e caracteristico, além de aumentar o teor de fibra

do alimento em que foi empregada (BIDERMAN, 2009).

A polpa de pequi € rica em fibras e minerais, possuindo principalmente zinco, cobre e
fosforo. Destaca-se ainda, entre as frutas tropicais, quanto ao teor de lipidios, tanto da polpa,
quanto da améndoa. A polpa e a améndoa de pequi sdo capazes de suprir cerca de 15% e 22% das
necessidades caldricas de uma dieta de 2000Kcal de um individuo adulto, respectivamente
(OLIVEIRA et al., 2010). Nas Tabelas 3.1 e 3.2 encontra-se a composi¢do quimica média da

polpa e améndoa de pequi, respectivamente, apresentada por diferentes autores.

Tabela 3.1. Composi¢do quimica centesimal da polpa de pequi. Valores médios e seus

respectivos desvios padroes.

Constituintes TACO (2006) ' Lima et al. (2007)>  Oliveira et al. (2010) °
Umidade (%) 65,9 41,50 £ 2,00 55,00 +4,73
Acidez (%) -* -® 1,50 £ 0,63
Cinzas (g) 0,8 0,63 £ 0,01 0,63 +£0,06
Proteinas (g) 2,3 3,00+ 0,13 2,00 £ 0,49
Lipidios (g) 18 33,40 +3,76 23,00 + 4,90
Vitamina C (mg) 8,3 -k -

Fibra alimentar (%) 19 10,02 £ 0,2 -*
Carboidratos (g) 13 11,45 18,00 £ 2,27

*Constituintes ndo analisados.

" Dados analiticos médios para a variedade Caryocar brasiliense Camb. na fruta fresca (base timida).
* Dados analiticos médios para a variedade Caryocar brasiliense Camb. na fruta seca (base seca).

3 Dados analiticos médios para a variedade Caryocar coriaceum Wittm. na fruta fresca (base umida).
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Tabela 3.2. Composicao quimica centesimal da améndoa de pequi. Valores médios e seus

respectivos desvios padroes.

Constituintes Lima et al. (2007)' Oliveira et al. (2010)
Umidade (%) 8,68 +0,08 35,00 + 3,96
Cinzas (g) 4,01 £0,51 3,50+0,40
Proteinas (g) 2527 +0,74 -

Lipidios (%) 51,51 +£0,35 34,00 = 4,15
Fibra alimentar (%) 2,20+ 0,1 -
Carboidratos (g) 8,33 ¥

*Constituintes nio analisados.

1 L. P . ..
Dados analiticos médios para a variedade Caryocar brasiliense Camb. na fruta seca (base seca).
Dados analiticos médios para a variedade Caryocar coriaceum Wittm.na fruta fresca (base timida).

Além disso, ultimamente o fruto vem recebendo grande atenc¢do pelo seu alto teor de
compostos com propriedades antioxidantes (compostos fendlicos e carotendides). Dois fatores
favorecem a biossintese de tais compostos: sua regidao de ocorréncia, onde as drvores recebem
alta incidéncia de raios solares, o que promove a geracao de radicais livres, e o fato da polpa e da
améndoa serem ricas em lipidios, com predominio dos 4cidos graxos insaturados (61,35% e

52,17%, respectivamente), que sdo altamente susceptiveis a oxidacao (LIMA et al., 2007).

Alguns autores estudaram a extracdo dos compostos bioativos de pequi. Roesler et al.
(2007) demonstraram que os extratos alcodlico e aquoso de polpa e semente (processados por 20
minutos a 25°C) possuem alto contetdo de compostos fendlicos; Lima (2008) também encontrou
alta atividade antioxidante em extratos aquosos e alcodlicos de polpa e semente de pequi
(processados por 1h a 25°C); e Porto (2008) relatou que o extrato alcodlico da polpa (processado

por 24h a 25°C) apresentou alto teor de carotendides, além de polifendis.

Os compostos fendlicos abrangem vdérias substincias organicas, sendo metabdlitos
secunddrios presentes naturalmente em frutas e vegetais. Sua ocorréncia em tecidos animais €
geralmente devido a ingestdo de alimentos vegetais (SHAHIDI; NACZK, 2006). Por sua vez, os
carotendides constituem um grupo de compostos lipossoliveis, amplamente distribuidos na
natureza, em quantidades aprecidveis, e sdo responsaveis pela pigmentacdo do pequi (OLIVEIRA

et al., 2008).

Estes compostos apresentam vdrios beneficios a saide humana, decorrentes de sua

atividade antimicrobiana, antitumor, agentes de protecdo contra a radiagdo ultravioleta (UV),
10
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além da atividade antioxidante, sua principal caracteristica (SHAHIDI; NACZK, 2006;
RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

3.1.2. Compostos fenoélicos

Os compostos fendlicos sdo formados no metabolismo secundario dos vegetais, nos quais
estdo envolvidos em vérias funcdes: propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor, adstringéncia),
crescimento, processos germinativos da semente, defesas contra praga, entre outras. Em animais
e humanos, tem-se observado que sdo capazes de reagir com radicais livres, neutralizando-os. O
poder de bloqueio das estruturas radiculares pelos compostos polifendlicos deve-se a estrutura
quimica destes, formada por pelo menos um anel aromético, ligado a uma ou mais hidroxilas

(Figura 3.4) (BRAVO, 1998; LIU, 2007).

OH
R5 R1

R4 R2
R3

Figura 3.4. Estrutura bésica de um fenol

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes em um alimento geralmente é
realizada de forma simples, podendo ser realizada por métodos espectrofotométricos baseados em
medicdes simples de absorbincia em comprimentos de onda adequados. Quando se deseja
separar e identificar os compostos, os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados, sendo que
a mais rapida e eficiente separacdo de misturas complexas dos compostos ¢é feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ANTOLOVICH et al., 2000; SHAHIDI;
NACZK, 2006).

Lima (2008) encontrou 209,0 mg de fendis totais/100g de polpa e 122,0 mg/100g de
améndoa de pequi. Além disso, 0 mesmo autor identificou acido galico, eldgico e p-cumérico no
extrato aquoso da polpa, sendo o dcido eldgico o mais abundante, e no extrato da améndoa, além

dos compostos fendlicos encontrados na polpa, procianidina também foi detectada. Roesler et al.
11
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(2007) relataram altas concentragdes de compostos fendlicos totais principalmente no extrato
obtido da casca do pequi, sendo superior ao teor encontrado no extrato preparado a partir da
semente e da polpa do fruto, resultados que podem aumentar as possibilidades de uso do pequi.
Os compostos fendlicos encontrados no extrato da casca do pequi foram &4cido gélico, 4cido

quinico e quercetina (ROESLER et al., 2008).

A elevada capacidade antioxidante dos compostos fendlicos encontrados no pequi pode
ser evidenciada pelo estudo de Fernandez-Pachén et al. (2006), em que os autores relataram alta
atividade antioxidante avaliada pelo método ORAC para o dcido gdlico, p-cumadrico, e a
procianidina. Além disso, Vatten e Shetty (2005) relataram que o dcido eldgico possui potentes

efeitos antimutagénico, anticancendgenico, € hepatoprotetor, entre outros.

3.1.3. Carotenoides

Os carotendides estdo amplamente distribuidos na natureza, em quantidades aprecidveis,
sendo responsdveis pelas pigmentacdes de amarelo ao vermelho de muitas frutas, hortalicas,
gema de ovo, crusticeos cozidos e alguns peixes. Constituem um grupo de compostos
lipossoluveis, altamente instdveis a luz e em temperaturas elevadas (RODRIGUEZ-AMAYA;

KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

A importancia dos carotendides vai além do seu papel pigmentante; enquanto alguns sdo
precursores de vitamina A, outros atuam no fortalecimento do sistema imunoldgico e exibem
acdo antioxidante, como ja mencionado, sendo considerados compostos com propriedades
funcionais (OLIVEIRA et al., 2008, RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN,
2008).

A quantificagdo dos carotendides totais presentes em um alimento geralmente é realizada
por métodos espectrofotométricos baseados em medicdes simples de absorbancia em
comprimentos de onda do carotendide predominante no alimento analisado. Deste modo, a
correta identificacdo da composi¢do de carotendides presente no alimento € o pré-requisito desta
quantificacdo. Para separar e identificar os compostos, a técnica analitica atualmente preferida
para os carotendides é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

12
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O pequi € rico em carotendides e dentre os frutos do cerrado seu teor é superado apenas
pela polpa de buriti (LIMA et al., 2007). Os carotendides encontrados por Azevedo-Meleiro
(2003) na polpa de pequi foram a violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, B-caroteno e
neoxantina, sendo, segundo Rodrigues-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), a zeaxantina o

carotendide predominante.

Além disso, Porto (2008) demonstrou que os extratos alcodlicos preparados de polpa de
pequi apresentam alto conteido de carotendides, sendo, juntamente com os compostos fendlicos,

provavelmente as principais substancias responsaveis pela atividade antioxidante do pequi.

3.1.4. Atividade antioxidante

A oxidagdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para as
atividades vitais celulares. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas células provoca uma
producdo de radicais livres, cujo excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao
dos lipidios da membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (MCCORD, 1994; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O excesso de
radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos
da dieta, que protegem o sistema bioldgico contra os efeitos nocivos de processos ou reagdes que
possam causar oxidacdo excessiva (KRINSKY, 1994). O stress oxidativo tem sido associado ao
desenvolvimento de muitas doengas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer, e estd

envolvido no processo de envelhecimento.

Diversos estudos tém sugerido que os antioxidantes naturais na dieta didria humana
podem aumentar a capacidade antioxidante do plasma, protegendo, desta maneira, o organismo
contra o dano oxidativo e reduzindo o risco de alguns tipos de cancer, arteriosclerose e outras
doencas degenerativas. Estas propriedades sao atribuidas a uma variedade de constituintes, como
vitaminas, minerais, fibras e numerosos fitoquimicos, incluindo os compostos fendlicos e os

carotendides (WANG; CAO; PRIOR, 1996; MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLIA, 2008).

O comportamento dos compostos fendlicos como antioxidantes provavelmente estd
relacionado com sua capacidade para quelar metais, inibir a acdo da enzima lipoxigenase e

capturar radicais livres, sendo mais efetivos que as vitaminas C e E, pois os polifendis possuem
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estrutura ideal para seqiiestrar radicais. A atividade antioxidante dos compostos fenodlicos
depende de sua estrutura e pode ser determinada por alguns fatores: reatividade como agente
doador de hidrogénio e elétrons, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar
metais de transicdo e solubilidade e interagdo com as membranas. Em geral, quanto maior o
nimero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de hidrogénio e de elétrons

(BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006; TONON, 2009).

As propriedades e fungdes antioxidantes dos carotendides s@o devidas a um sistema
extenso de duplas ligagdes conjugadas presentes em suas moléculas, que conferem a capacidade
de desativacdo do oxigénio singleto e interacdo com radicais livres (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006, RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Formam um tipo
incomum de agentes redutores bioldgicos, pois sdo mais efetivos em baixas concentragdes de
oxigénio, e em altos niveis deste podem ser destruidos. Como na maioria dos tecidos bioldgicos o
nivel de oxigénio € baixo, os carotendides adquirem grande importincia como antioxidantes

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos e carotendides € interessante desde o
ponto de vista tecnoldgico até o nutricional, uma vez que estes compostos intervém como
antioxidantes naturais dos alimentos e desta forma, a preparacdo de alimentos com um alto
conteddo destes supde uma reducdo na utilizacdo de antioxidantes sintéticos, resultando em
alimentos mais sauddveis, que podem ser incluidos dentro da classe dos alimentos funcionais

(MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Devido a grande énfase dada a atividade antioxidante como modo de a¢do contra doencas,
a capacidade antioxidante dos alimentos tem sido largamente determinada in vitro, por vezes
correlacionada as concentragdes das substincias bioativas no alimento, de forma a predizer o seu
efeito na saide humana (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).
Atualmente, existe um grande nimero de métodos para a determinagdo da capacidade
antioxidante in vitro de um alimento. Estes métodos podem ser baseados na captura do radical
peroxila (ORAC, TRAP), do radical hidroxila (método de desoxirribose) e do radical organico
(ABTS, DPPH), no poder de reducdo de um metal (FRAP, CUPRAC), na quantificacdo de
produtos formados durante a peroxidacao de lipidios (TBARS, oxidac¢do do LDL, co-oxidacdo do
b-caroteno), entre outros (FRANKEL; MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).
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O método DPPH (atividade sequestrante de radicais DPPH) tem sido bastante utilizado na
avaliacdo da atividade antioxidante em frutas e se baseia na reacdo de um composto antioxidante
com um radical estavel, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). O radical DPPH que apresenta uma cor violeta escuro, tende a
clarear durante a reagdo com o composto antioxidante. A reducdo do radical é monitorada pelo
decréscimo na absorbancia da solu¢gdo de DPPH a 517 nm (comprimento de onda em que o
radical DPPH em etanol apresenta absorbancia maxima). Uma vantagem deste método € que o
radical livre, DPPH, esta disponivel comercialmente, o que evita sua geracdo por distintas formas

(o que ocorre em alguns métodos), além de facilitar seu uso (LIMA, 2008).

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de Reducdo
do Ferro — foi desenvolvido para determinar a reducao do ferro em fluidos biolégicos e solugdes
aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente para estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da efici€ncia
antioxidante de substdncias puras, com resultados compardveis aqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas (PULIDO et al., 2000). Além disso, o método mostra-se eficiente e
reprodutivel para quantificagdo da atividade antioxidante total de extratos de frutas (THAIPONG
et al., 2006; RUFINO et al., 2010). Ele € baseado na capacidade de reduzir Fe’* para Fez+, em
meio 4cido, surgindo uma coloracdo azul intensa na presenga de antioxidantes e causando um

aumento na absorbancia a 593 nm.

Roesler et al. (2007) e Lima (2008) avaliaram a atividade antioxidante in vitro de extratos
aquosos e alcodlicos de améndoa e polpa de pequi e encontraram alta capacidade destes extratos
em seqiiestrar radicais livres. Além disso, Lima (2008) estudou a capacidade antioxidante in vivo
dos extratos aquosos da polpa de pequi e verificou que os extratos ndo exerceram nenhum efeito
antinutricional que comprometesse o crescimento dos animais estudados e diminuiram
significativamente a lipoperoxidacdo do tecido cerebral e hepatico, confirmando o potencial

efeito protetor do extrato.

A propriedades funcionais presentes no pequi também podem ser evidenciadas pelo
registro de patente (GRISOLIA et al., 2006) de desenvolvimento de cdpsulas gelatinosas de pequi
a partir da extragcdo da polpa com &4gua destilada, seguida de liofilizacdo e encapsulacdo,

utilizadas como suplemento vitaminico, agente antioxidante e antimutagénico.

15



Revisdo Bibliogrdfica

3.2. Extratos Vegetais

Devido a crescente demanda por produtos naturais, os extratos vegetais estdo cada vez
mais em foco. Sdo encontrados nos mais diversos tipos de produtos e atraem, particularmente, as
pessoas que buscam uma alimentacdo sauddvel. Podem ser utilizados nas industrias cosmética,
farmacéutica e alimenticia, nesta ultima sendo empregados na composi¢cdo de aromas e para
enriquecer sucos, dgua mineral, bebidas quentes, lacteas ou energéticas, alimentos funcionais e

suplementos alimentares (PORTO, 2008; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

Além disso, os extratos vegetais, que possuem polifendis, carotendides, acidos fendlicos,
flavondides, taninos, vitaminas, entre outros, apresentam atividade antioxidante, podendo
melhorar a estabilidade oxidativa dos produtos alimenticios e aumentar a vida util dos mesmos.
Desta maneira, os extratos vegetais apresentam uma excelente alternativa para substituir total ou
parcialmente os antioxidantes sintéticos, comumente utilizados nas industrias de alimentos, com
o intuito de preservar a degradacdo lipidica e que, atualmente, estdo sendo associados ao
desenvolvimento em ratos de alguns tipos de cancer, como os de prdstata, mama e estdmago

(HIROSE et al., 1986).

Os extratos sdao definidos como preparacdes concentradas, de diversas consisténcias
possiveis, obtidas a partir de matérias primas vegetais, que passam ou nio por tratamento prévio
(inativag@o enzimdtica, moagem, etc.) e preparados por processos envolvendo o uso de solvente.
Isso implica basicamente em duas etapas no processo de fabricacdo: a separagdo dos compostos
especificos de um meio complexo (a planta utilizada, raiz, polpa, semente, caule, folha) com a
utilizacdo de um solvente; e a concentracdo, por eliminagdo mais ou menos completa dos

solventes (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

O élcool etilico € o solvente mais utilizado para a extracdo em vegetais, pois muitos
estudos mostram que este extrai grande quantidade de compostos bioativos e € mais adequado a
industria de alimentos que outros solventes, como o metanol, excelente extrator. Entretanto, esse
solvente possui alto sabor residual (KONISHI et al., 2004; LAPORNIK; PROSEK; WONDRA,
2005). Assim, um solvente alternativo que estd sendo muito estudado recentemente € a agua, e
vem se mostrando muito eficiente para a extracdo, sendo mais vantajosa principalmente por ndo

ter contra indicac¢Oes e ndo apresentar sabor.
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Os processos tradicionalmente utilizados para se concentrar os extratos vegetais incluem a
destilacdo a vapor simples ou a vicuo, que geralmente requer altas temperaturas e elevado
consumo de energia, tornando-se inapropriados para esta aplicacdo, j4 que 0s compostos
biologicamente ativos sdo termos sensiveis (TYLKOWSKI et al., 2010a). Os processos de
concentracdo por membranas possuem a vantagem de serem ndo-térmicos e poderem
proporcionar uma excelente separacdo de componentes em peso molecular estreito, se bem

escolhidas as membranas utilizadas.

Nesta drea, pode-se citar a concentracdo de compostos bioativos de extratos de prépolis
(MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010; TYLKOWSKI et al., 2010a), extrato de cha verde com
remog¢do da cafeina NWUHA, 2000), extrato de residuo de groselha vermelha (HODUR et al.,
2009), extrato do vegetal Sideritis ssp. (TYLKOWSKI et al., 2010), entre outros.

3.3. Processos de Separacao por Membranas

3.3.1. Aspectos gerais

A tecnologia de membranas surge como uma alternativa, ou complemento, a maioria dos
processos convencionais de separacdes, como a destilagdo, extracdo, fracionamento, adsor¢ao etc.
Suas principais vantagens sdo: alta seletividade, baixo consumo energético, possibilidade de
separacdo de forma continua, simplicidade de operacdo, facil aumento de escala e uso de baixas
temperaturas (ou temperatura ambiente, ndo danificando compostos termossensiveis) (RIJN,

2005; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Esta tecnologia se baseia no principio de permeacao seletiva de moléculas de soluto em
membranas semipermedveis, permitindo assim a passagem de certos componentes presentes na

solucdo e retendo outros (CHERYAN, 1998).

Dois tipos de configuragcdes podem ser utilizadas no processo de separacdo por
membranas, representados na Figura 3.5: o método de filtragao estatico (convencional), utilizado

em processos de pequena escala, e a filtracdo tangencial.

Na filtracao frontal (Fig. 3.5 A), a alimentacdo se d4 perpendicularmente a posi¢do do
meio de separagdo (filtro ou membrana), o soluto, ou os materiais em suspensio, sao retidos,

acumulando-se na superficie da membrana com o passar do tempo, diminuindo
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consideravelmente o fluxo do permeado, aumentando a resisténcia ao fluxo e, exigindo, assim,
freqiientes paradas no processamento para limpeza ou troca do filtro (operagcdo transiente)
(DZIEZAK, 1990; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Para minimizar este acimulo de
material na superficie da membrana pode ser realizada a agitacdo da alimenta¢do nos processos

de pequena escala.

Filtrac3s Convencicnal Fluxo (A) Filtragdo Tangencial (B)
Frontal ® °
M 0s9°¢° mp
2 A P o)
» [ & J
Camada ® Letl? %, Tangencial
. . . [ N DCH O
* .* .* Polarizada .*.*o*
Taxade fluxo muito baixa Elevadataxa de fluxo
Baixapassagem de permeado Alta passagem de permeado
Rt \\
J
t t

Figura 3.5. Esquemas ilustrativos das filtragdes (A) convencional e (B) tangencial e seus
respectivos comportamentos do fluxo e da resisténcia causada pelo acimulo de material
na superficie da membrana em funcdo do tempo, onde J € o fluxo de permeado e Rt € a

resisténcia ao fluxo causada pelo acimulo (CHERY AN, 1998).

No caso da filtracdo tangencial (Fig. 3.5 B), em processos de maiores escalas, a solucio
ou a suspensdo escoa paralelamente a superficie da mesma, desta maneira, as particulas
depositadas sobre a membrana sdo constantemente arrastadas pela propria corrente tangencial da
alimentacdo, o acimulo de materiais na superficie e a resisténcia ao fluxo sdo minimizados e o
fluxo se mantém a um patamar mais alto ao longo do tempo, tornando possivel a concentragdo da
alimentacdo com alto teor de solutos, o trabalho com maior volume de matéria-prima e a
operacdo do sistema em regime continuo (PAULSON et al., 1984; DZIEZAK, 1990; HABERT;

BORGES; NOBREGA, 2006).
18



Revisdo Bibliogrdfica

Nos processos de micro, ultra, nanofiltracdo e osmose inversa, a for¢ca motriz utilizada
para promover o escoamento através da membrana € a diferenca de pressdo entre o lado da
alimentacdo e o lado do permeado (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). A pressdo
hidraulica necesséria para que ocorra o processo de transporte distingue os diversos processos de
separacdo por membrana. Além disso, a diferenca de seletividade de cada membrana estd
relacionada com o tamanho das particulas retidas e o tamanho do poro da mesma (Tabela 3.3)

(CHERYAN, 1998).

Tabela 3.3. Processos de separacao por membranas (adaptada de HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006).

Forca Motriz Tamanho Material que
Processo Material Retido
(AP) do poro permeia
N Material em suspensao, Agua e sélidos
Microfiltracio (0,5 — 2 bar) 10°-10"'nm
bactérias. MM >500 kDa. dissolvidos

Coldides, macromoléculas.  Agua, sais soldveis

Ultrafiltragao (1 -7 bar) 1-100nm
MM >5000 Da de baixa MM
Agua, sais e
. Moléculas de MM média
Nanofiltracao (5 — 25 bar) 8—15A moléculas de baixa
500 < MM < 2000 Da
MM
Osmose . Todo material solivel ou ;
(15— 81 bar) 1-12A Agua
Inversa em suspensao.

MM = Massa Molecular

O desempenho das membranas depende do tipo de compostos contidos nos fluidos de
alimentacdo (causadores da polarizagdao de concentragdo) e das propriedades dos materiais da
membrana (caracteristicas de retencdo, estrutura dos poros, tendéncia de incrustagdes,

hidrofobicidade e estrutura quimica) (SCHAFER; FANE; WAITE, 2005).

Um beneficio do processo por membranas que deve ser destacado € sua total adequacdo
no que diz respeito as questdes ambientais. A menor producdo de efluentes e a possibilidade de

seu tratamento, a redu¢do no consumo de energia e de produtos quimicos, além das vantagens ja
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citadas, constituem fatores atrativos para a transferéncia da tecnologia de membrana para a

pratica industrial (COUTINHO et al., 2009).

3.3.2. Fenomenos que limitam o processo

Nos processos de separacdo por membranas, particularmente naqueles que utilizam
membranas porosas, € normal ocorrer uma queda do fluxo do permeado com o tempo, mesmo em
escoamento tangencial. Este declinio € um motivo critico para a aceitacdo da tecnologia de
membranas na inddstria. S@o conhecidos os fendmenos que limitam o fluxo de permeado: a
polarizacdo da concentracdo e incrustacdo dos poros da membrana durante o processamento

(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Segundo Cheryan (1998), os sdlidos sdo arrastados para a superficie da membrana por
transporte convectivo e, sendo parcialmente ou totalmente rejeitados, tendem a se concentrar na
interface ao longo do processo, formando um gradiente de concentracdo, j4 que, a concentragao
de solutos proximos a superficie da membrana torna-se maior que no seio da solugdo. A este
aumento da concentragdo da-se o nome de polariza¢do da concentragdo. Ela € responsédvel pelo
desvio do fluxo comparado ao fluxo de dgua pura, pois provoca o contra-fluxo de solutos em
direcdo a alimentacdo, em virtude da difusdo, formando a regido de polarizacdo ou polarizagdao da

concentracao (Figura 3.6).

Quando a reten¢do de solutos é muito alta, forma-se uma camada polarizada na
membrana, que oferece uma resisténcia adicional ao fluxo. Esse fendmeno ndo pode ser evitado,
mas pode-se minimizar a sua formacgdo, controlando-se as condi¢des operacionais, como a
reducdo da pressdo de aplicagdo, aumento da turbuléncia na superficie da membrana (Cheryan,

1998).
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Camada Polarizada

. Membrana
Regido de vy
Fluxo de Alimentagao Polarizacao
<
IRRA —
Permeado

Perfil de Concentragao

Figura 3.6. Esquema de formacao de camada polarizada na membrana (adaptado de

CHERYAN, 1998)

A incrustagdo dos poros é um fendomeno no qual a membrana adsorve ou interage de
alguma maneira com o soluto da corrente de alimentacdo, resultando numa diminuic¢io do fluxo
e/ou aumento da rejeicdo de soluto pela membrana. Como resultado da interacdo entre a
membrana e diversos solutos presentes na solug¢do, ou até mesmo entre solutos adsorvidos na
membrana e solutos presentes na corrente de alimentagdo, a incrustacao pode ser resultado de trés
fatores principais, ou da interacdo entre eles: as propriedades do material constituinte da

membrana, as propriedades do soluto e os parametros operacionais (CHERYAN,1998).

O fendmeno de polariza¢do da concentracdo € reversivel; uma vez terminada a operagao e
a limpeza da membrana, a permeabilidade da membrana € recuperada (a integridade e eficiéncia
da membrana a passagem do solvente retornam a sua condicdo anterior a operagdo) (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006). J a incrustacio possui uma remog¢do mais complicada, sendo
eliminado apenas nas operagdes de limpeza quimica, com substancias detergentes, solucdes

alcalinas ou 4cidas e agentes oxidantes (PETRUS, 1997; RODRIGUES, 2002).

3.3.3. Microfiltracao

A microfiltragdo é o processo de separacdo com membranas mais proximo da filtragdo

classica. As membranas possuem maiores poros, de modo que o solvente e todo o material
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solivel permeiam através das mesmas, apenas o material em suspensdo € retido. Os maiores
mercados da microfiltracdo sdo: esterilizacdo de liquidos e gases; aplicacdes na medicina;
aplicacdes na biotecnologia e na clarificagio de fluidos (HABERT; BORGES; NOBREGA,
2006).

A esterilizacdo bacteriana € particularmente util na industria alimenticia, farmacéutica e
biotecnologia uma vez que o processo € operado em temperatura ambiente, adequada ao
processamento de substancias termoldbeis. Por este motivo, este tipo de membrana também é
muito utilizado para clarificacdo de vinhos, cervejas e sucos, pois além de preservar os
compostos ativos (termoldbeis), esta tecnologia ndo altera as propriedades organolépticas desses
produtos (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Alguns trabalhos podem ser citados nesta
area como: esterilizacdo a frio e clarificacdo de suco de abacaxi (CARNEIRO et al., 2002),
esterilizacdo a frio de extrato Hibiscus sabdariffa L. (CISSE et al., 2011), clarificagdao de suco de
caju, de acerola, de tamarindo, de vinho de abacaxi (CAMPOS et al., 2002; MATTA; MORETTI;
CABRAL, 2004; WATANABE; USHIKUBO; VIOTTO, 2006, YOURAVONG; LI; LAORKO,

2010).

3.3.4. Ultrafiltracao

A ultrafiltracdo € um processo de separacdo por membranas utilizado quando se deseja
clarificar, concentrar e fracionar solu¢des contendo macromoléculas (MULDER, 1997;

HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Dentre as aplicacOes da ultrafiltracdo na area de alimentos estdo a concentragdo do leite na
fabricacdo de queijo e recuperagdo das proteinas do soro na industria de laticinios; a concentracao
de gelatina, clara de ovo e sucos de fruta, vinho e cerveja na indudstria de bebidas (PORTER,
1990). Podem ser também concentrados por ultrafiltracdo; pigmentos naturais de extrato de casca
de uva (PHILIP, 1984) e de extrato de rabanete vermelho (PATIL; RAGHAVARAO, 2007)
(antocianinas), de suco de beterraba (PHILIP, 1984) e de polpa de figo da india (CASSANO;
CONIDI; DRIOLI, 2010) (betanina), de polpa de mamao (SILVA, 2010) e de suco de pitanga
(ONGARATTO, 2009) (carotendides).
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3.3.5. Nanofiltracao

A nanofiltracdo € caracterizada, normalmente, pelas separacdes de sais divalentes e
solutos organicos de massa molar média (entre 500 e 2000 Dalton), apresentando seletividade
intermedidria entre a ultrafiltracdo e a osmose inversa. Os sistemas de nanofiltracdo, de modo
geral, requerem pressdes de operacdao (da ordem de 5-25 bar) muito menores que aquelas
solicitadas na osmose inversa. Por esta razdo, processos onde se utiliza nanofiltracdo podem ser
considerados economicamente favorecidos, se comparados a osmose inversa (SCHAFER; FANE;

WAITER, 2005; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Essa tecnologia permite diversas aplicagdes: recuperagdo dos solventes da filtracdo de
Oleos, separacdo e reuso de catalisadores na industria farmacéutica, troca de solventes na
inddstria quimica (GEENS et al., 2006), concentracao de vinhos (BANVOLGYTI et al., 2006) e
sucos de frutas (VINCZE; STEFANOVITS-BANYAIB; VATAI, 2006). Além disso, nos ultimos
anos, a nanofiltracio vem se destacando como 6tima opg¢do para separar compostos de massa
molecular menor que 1000 Da, com reduzido custo e baixas temperaturas de operagao, sendo
excelente alternativa para concentrar compostos bioativos de produtos naturais, que sao
termossensiveis. Como exemplo desta concentracdo pode-se citar: concentracio de compostos
fendlicos de extratos de propolis (MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010; TYLKOWSKI et al.,
2010a), de extrato do vegetal Sideritis ssp. (TYLKOWSKI et al., 2010b) e de extrato de semente
de cacau (SARMENTO et al., 2008), flavondides de extrato de Ginkgo biloba (XU; WANG,
2005), carotendides de oOleo de palmeira (TSUI;, CHERYAN, 2007; CHIU; COUTINHO;
GONCALVES, 2009), 4cido rosmarinico de extrato de alecrim (PESHEV et al., 2010), entre

outros.

O tipo de membrana empregada no processo e sua taxa de recuperacdo (que € definida
como a eficiéncia da membrana em remover sais e outros compostos da solucdo apds sua
limpeza) sdo os fatores que mais interferem nos custos de investimento e manuten¢do do
processo de nanofiltragdo, pois afetam o tamanho e a poténcia dos equipamentos utilizados

(PILIPOVIK; RIVEROL, 2005).
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3.3.6. Osmose inversa

As membranas de osmose inversa possuem caracteristicas intermediarias entre as
membranas porosas € as membranas densas, alguns autores afirmam que estas podem ser
consideradas densas, pois ndo apresentam poros discretos. Neste processo a capacidade seletiva
da membrana depende da afinidade das diferentes espécies com o material desta (etapa de
natureza termodinamica) e da difusdo das mesmas através do filme polimérico (etapa de natureza
cinética). O fluxo permeado possui natureza difusiva, uma vez que a membrana ndo apresenta
poros proximos a superficie que se encontra em contato com a solu¢@o a ser processada. Assim,
apresenta uma maior resisténcia a permeagdo e, conseqiientemente, necessita de pressdes de

operacdo mais elevadas do que as utilizadas em nanofiltracio (HABERT; BORGES; NOBREGA,
2006).

A aplicagdo tradicional da osmose inversa € a dessalinizacdo de dguas salobras e do mar,
também tem sido utilizada no tratamento de dguas, na producdo de dgua ultrapura, no tratamento
de 4guas duras, na industria alimenticia, entre outras. O processo pode também ser usado em
combinacdo com a ultrafiltracdo, pervaporacgao, destilacdo e outros processos de separagcdo, mais
eficientes do que cada uma dessas técnicas isoladamente (HABERT; BORGES; NOBREGA,
2006). Como exemplo desta aplicacdo pode-se citar o trabalho realizado por Matta, Moretti e
Cabral (2004), no qual os autores clarificaram o suco de acerola por microfiltracdo e apds
utilizaram a osmose inversa para concentrar o suco, mantendo a qualidade nutricional devido a
preservacdo e concentragdo do dcido ascérbico. Ramarethinam, Anitha e Latha (2006) também
clarificaram extrato de chd verde por ultrafiltracio antes de submeté-lo a osmose inversa para
concentracdo de polifendis. Do mesmo modo, outros autores avaliam a osmose inversa para
concentrar compostos ativos de produtos, como d4cido ascorbico de suco de camu-camu
(Myrciaria dubia) (RODRIGUES et al., 2004) e de suco de laranja (SILVA; JARDINE; MALTA,
1998; JESUS et al., 2007), antocianinas e polifendis de suco de uva (GURAK et al., 2010) e de
extrato de folhas e talos de Perilla frutescens (MENG et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima

Como matéria-prima, foi utilizado pequi (Caryocar brasiliense Camb.) branqueado e
congelado (fruta descascada com polpa e endocarpo integros), adquirido na Cooperativa Grande
Sertdo (Montes Claros, MG, Brasil). Nao foi possivel trabalhar com o fruto in natura, pois este se

encontra disponivel apenas nos meses de janeiro, fevereiro e marco e é muito perecivel.

Figura 4.1. Pequi congelado utilizado.

As frutas congeladas foram armazenadas em uma camara frigorifica, a -18°C, sendo

descongelada de acordo com as quantidades necessarias para cada ensaio.

4.2. Membranas

Os compostos de interesse deste trabalho apresentam massas moleculares distintas, os
carotendides possuem massa molecular entre 530 e 570 Da, enquanto os polifendis sdo menores,
tendo cerca de 200 a 220 Da. Dessa forma, as membranas foram escolhidas de acordo com
estudos ja realizados para concentracao dos compostos fendlicos e carotendides. Foram testadas

membranas de ultrafiltracdo e nanofiltracdo, que estdo apresentadas na Tabela 4.1.

Conforme dados fornecidos pelos fabricantes, a membrana Microdyn-NADIR de
ultrafiltracao € hidrofilica, apresenta alta estabilidade quimica e fluxo de d4gua pura maior que 300

L/h.m” nas condi¢des de teste de 3 bar a 20 °C e velocidade de rotacdo de 700 rpm, em unidade
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de membrana que faz simulagc@o do escoamento tangencial. As membranas Dow sdo destinadas a
diferentes aplicacdes, a membrana NF 90 apresenta alta remocao de sal (NaCl 85-95%, MgSO, >
97%), alta remogao de nitrato, ferro e pesticida, e a membrana NF270 apresenta baixa remocao
de sal (NaCl 40%, MgSO4 < 3%), remog¢ao mediana de cdlcio (CaCl, 40-60%) e alta remogao de
compostos organicos (DOW LIQUID SEPARATIONS — FILMTEC MEMBRANES, 2007). De
acordo com Nghiem e Hawkes (2007), as membranas NF 90 e NF 270 possuem permeabilidade a
dgua purade 6,4 e 13,5 L.m>h!bar'.

Tabela 4.1. Membranas utilizadas nos ensaios.

Membranas UF NF 90 NF 270
Fabricante Microdyn-NADIR Filmtec Dow Filmtec Dow
Tipo Ultrafiltragao Nanofiltra¢ao Nanofiltra¢ao
Material Polissulfona Poliamida e Polipiperazina Poliamida
Polissulfona e Polissulfona
Top.' (°C) 95 45 45
Faixa de pH 1-14 3-10 3-10
Pop.? (bar) - 41 41
MWCO’® (Da) 100000 200 - 300 200 - 300

! Top.: temperatura maxima de operacao.
2 Pop.: pressdao méaxima de operacao.

3 MWCO: Molecular weight cut-off (Massa molecular de corte).

4.3. Etapas do trabalho

a) Caracterizacao fisico-quimica das fracoes do pequi: O caroco do pequi foi caracterizado
pelas medidas de diametro e comprimento. A polpa e a semente do pequi, partes comestiveis do
fruto, foram caracterizadas em relacdo a massa, teor de umidade, cinzas, fibras, proteinas,

lipideos, atividade de dgua, pH, acidez tituldvel, vitamina C, carotendides e cor (de acordo com o
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item 4.2.3.1). Para fracdo nido comestivel do mesmo, endocarpo espinhoso, somente foram

realizadas as analises de massa, carotenodides totais e cor.

b) Extracoes aquosas e alcodlicas de pequi: Os ensaios da extragdo aquosa e alcodlica dos
compostos bioativos de pequi foram realizados conforme o item 4.2.1, apresentado na secao
subseqiiente. Inicialmente, foi realizado o estudo da influéncia do tempo (20 minutos, 1, 12 e 24
h) e da temperatura (25, 30 e 40 °C) na extracdo aquosa e alcodlica das substancias fendlicas e
carotendides do pequi e foi selecionada a condi¢@o de extragdo aquosa e alcodlica que apresentou
maiores valores destes compostos. Na etapa seguinte, foi realizada uma repeticio nestas
condi¢gdes, porém com re-extracdo do residuo gerado nos mesmos tempos e temperatura
escolhidos. Enfim, no produto final (mistura da primeira extragdo com a re-extragao) foi avaliada,

além dos compostos ja citados, a atividade antioxidante.

¢) Concentracio dos extratos aquosos e alcodlicos por ultra e nanofiltracio: Nesta etapa do
trabalho, foram produzidos os extratos aquosos e alcodlicos, nas condi¢des de extra¢do definidas
na primeira etapa do trabalho. Em seguida, foi feita a concentragao destes extratos, utilizando
uma célula de membrana laboratorial (com area da membrana de 0,00159 sz) e trés diferentes
tipos de membrana, uma de ultrafiltracdo e duas de nanofiltracdo (NF 90 e NF 270), conforme
descrito no item 4.2.2.2. O teor de carotendides, compostos fendlicos, atividade antioxidante, cor,
viscosidade e densidade foram analisados nos produtos obtidos nos processos (alimentacdo,
concentrado e permeado). Além disso, foi medido o fluxo de permeado do processo e as
membranas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura. Os produtos do
processo que apresentaram melhor desempenho foram caracterizados em termos de composi¢do

quimica.

4.4. Processos

4.4.1. Extracoes aquosas e alcodlicas de pequi

Foram produzidos extratos a partir da polpa, endocarpo espinhoso e semente de pequi.

Estas fracdes do fruto foram escolhidas para se obter maior aproveitamento do mesmo e porque o
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endocarpo espinhoso apresentou boa quantidade de carotendides totais, como foi verificado na

caracterizacao do fruto e apresentado no item subseqiiente 5.1.

O preparo dos extratos foi baseado na metodologia descrita por Roesler et al. (2007), que
obtiveram o extrato a 25 °C por 20 min. Foi realizado o estudo da extracdo aquosa e alcodlica do
pequi, em escala de bancada, avaliando-se as principais varidveis relativas ao processo, tempo
(20 min, 1 h, 12 h e 24 h) e temperatura (25, 30 e 40 °C), com a finalidade de se verificar a
melhor condi¢do de obter os extratos e aumentar o aproveitamento total dos compostos fendlicos

e carotendides. Foram feitas todas as combinagdes possiveis deste bindmio.

Etapas do procedimento: As frutas foram primeiramente descongeladas e separadas em
polpa, semente e endocarpo. A seguir, foram homogeneizadas em liquidificador com &4gua
destilada na proporcio de 1:3 (m/m) fruta:dgua. A mistura obtida continuou sendo
homogeneizada com a utilizacdo de agitador magnético (modelo RH basic I, marca IKA, Artur
Nogueira, SP) com velocidade de 750 rpm, por 24 h, sendo retiradas aliquotas desta em 20 min, 1
h, 12 h e 24 h. Em seguida, o material foi centrifugado a 10000 rpm por 10 min (centrifuga
modelo Allegra 25R Centrifuge, marca Beckman Coulter, Sao Bernardo do Campo, SP) e o
sobrenadante foi filtrado a vacuo em papel filtro para remog¢do das goticulas de 6leo. Estas
extracOes foram realizadas em béquer encamisado, protegido da luz, com a temperatura
controlada por um banho termostitico (modelo MA 184/6, marca Marconi, Piracicaba, SP) a
25 °C, 30 °C ou 40 °C. Os extratos foram armazenados a 5 °C até sua utilizacdo. O mesmo

procedimento foi realizado substituindo-se a dgua destilada por etanol 95% para o preparo do

extrato alcodlico.

Em cada extracdo foram realizadas analises de carotendides e fendis, conforme os itens
4.2.3.2a e 4.2.3.2b, respectivamente, a fim de se avaliar qual situacdo foi a mais eficiente. Todas
as determinacdes foram realizadas por meio da média + desvio padrao de, pelo menos, trés

replicatas.

Nas condicdes mais eficientes para as extracdes aquosas e alcodlicas, foi realizada uma
repeticdo, porém com re-extracao do residuo gerado nas mesmas condi¢des escolhidas, a fim de

se verificar o maior aproveitamento dos compostos de interesse.

Foram avaliados o teor de carotendides e compostos fendlicos da primeira extracao, da re-
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extracdo e do produto final (mistura das duas) de acordo com os itens 4.2.3.2a e 4.2.3.2b. Além
disso, no produto final foi avaliada a atividade antioxidante de acordo com as metodologias

descritas no item 4.2.3.2c.

4.4.2. Processo de Concentracao
4.4.2.1. Célula de membrana laboratorial

Neste trabalho foi utilizada uma célula de membrana de escala laboratorial (ARTINOX,
Sao José, SC, Brasil), que faz a simulacdo de escoamento transversal, cujo esquema e fotografia

estdo apresentados na Figura 4.2 e 4.3, respectivamente.

. @w V1 - Valvula abre/fecha do cilindro de
p——, nitrogénio

M1 — Mandmetro 1: fornece a leitura da
pressdo interna do cilindro de nitrogénio
quando V1 estd aberta

Cilindro de
nitrogenio

V2 — Vilvula de regulagem: regula a pressao
no interior da célula

s -

-llmni— = Agitador magnético

M2 — Mandmetro 2: fornece a leitura da

. Anel de vedacio - . . .
e pressdo no inerior da célula
- - Membrana
SRRy —— Suporte da manbrana V3—Vilvula de saida de permeado
Vi

Figura 4.2. Esquema da unidade laboratorial de membrana (Adaptado de SILVA, 2010).

E construida em aco inox, composta de um cilindro encamisado de didmetro interno de
0,035 m e altura de 0,225 m, tendo capacidade de 0,250 L. A célula opera até uma pressao de 8
bar. A parte inferior deste cilindro € composta por uma base, que contém uma saida para
permeado. Sobre a base € montado um suporte que serve de apoio ao disco de membrana, que
tem drea de permeacdo de 0,00159 m2. Anéis de vedagcao impedem o vazamento entre as partes.

Abaixo da base é acoplado um agitador magnético (modelo RH basic I, marca IKA, Artur
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Nogueira, SP), que promove a agitacdo da alimentagdo, com o intuito de aumentar o fluxo de
permeado, diminuindo o efeito da resisténcia devido a camada polarizada que se forma sobre a
membrana. Na parte superior do cilindro, existe a entrada de gés nitrogé€nio para criar a pressao
no interior da célula gerando a for¢a motriz do processo. A temperatura é controlada por meio da
circulacdo de 4gua na camisa do equipamento, através de um banho termostitico (modelo MA

184/6, marca Marconi, Piracicaba, SP).

Figura 4.3. Unidade laboratorial de membrana.

4.4.2.2. Procedimento experimental

Os experimentos foram realizados na célula de membrana laboratorial do Departamento

de Engelharia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

Foram realizados dois ensaios para cada membrana. Fixou-se a temperatura de processo
em 25 °C e velocidade tangencial em 750 rpm. Inicialmente, a pressdo de entrada na célula para
todos os processos foi fixada em 8 bar, de acordo com a limitacdo da célula. Porém, ao
realizarem-se 0s ensaios no extrato alcodlico com a membrana de ultrafiltracdo, o fluxo de
permeado foi muito alto, ndo havendo controle do término do processo. Portanto, a pressdao
apenas para o processo de ultrafiltracdo foi reduzida para 7 bar, tanto para o extrato aquoso

quanto para o alcodlico.
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Durante o processo, o volume de permeado coletado foi registrado em intervalos
regulares. Quando o fator de concentra¢ao atingiu o valor de 1,5, o experimento foi finalizado.
Retirou-se o concentrado do sistema e recolheram-se as amostras de permeado e concentrado
para posteriores andlises do teor de compostos fendlicos e carotendides, atividade antioxidante,
determina¢do da viscosidade, densidade, cor e morfologia das solu¢des, de acordo com o item
4.2.3.2. A membrana utilizada foi armazenada em dessecador para futura analise da morfologia

da superficie, conforme o item 4.2.4.

4.4.2.3. Determinacao das variaveis do processo

a) Calculo do fluxo de permeado

As solucgdes de pequi foram colocadas em cilindro encamisado e processadas em sistema
aberto. Amostras do produto permeado foram colhidas em intervalos regulares, medindo-se o seu

volume. Este mesmo procedimento foi realizado para 4gua e dlcool 95% puros.

O fluxo do permeado (J) € definido pelo volume de permeado que atravessa a drea da

membrana em um determinado tempo, conforme a equagao 4.1.

J = i
1A [4.1]
P
onde: vp = volume do permeado coletado (L)

t = tempo (h)

A, = drea da membrana (m?)

As curvas do fluxo do permeado versus tempo foram calculadas de duas maneiras, uma
com o fluxo pontual (Jp) e outra com o fluxo acumulado (Ja). O fluxo pontual foi calculado pelo
volume de permeado recolhido no intervalo entre duas leituras e o fluxo acumulado pelo volume

total de permeado recolhido sobre o tempo total decorrido de experimento.

O fluxo pontual representa um valor mais real no momento da medicdo. A curva de fluxo
acumulado, por outro lado, fornece uma visao geral do processamento, reduzindo as variagdes

pontuais, ocasionadas por pequenas variacdes nas condi¢des operacionais, precisdo na medi¢do
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de volume e do tempo.

O fluxo médio do permeado foi calculado de acordo com metodologia descrita por
Tylkowski et al. (2010a). Um grafico da fungdo V; = f{A,t;) foi construindo, onde V; é volume
acumulado (L), A, € drea da membrana (m?) e #; € tempo (h). O fluxo médio correspondeu ao
coeficiente angular da equagdo linear encontrada, que se ajustou aos dados e obteve valor de

coeficiente de correlacdo linear maior que 0,99.

b) Indice de retencao (R)

O indice de retencdo fornece a capacidade da membrana em reter um determinado
componente, sob condi¢cdes de operacdo pré-estabelecidas (CHERYAN, 1998), definido pela
equacao 4.2.

C
% R =(1—C—pj><100 [4.2]

a

onde: C, = concentragdo do permeado

C, = concentracdo da alimentacao

¢) Fator de concentracao (F)
O fator de concentragdo (F) determina a relagdo entre a massa da alimentacdo e do

concentrado, segundo a equacao 4.3.

m
F=— [4.3]

m

7

onde: m, = massa da alimentagdo

m,; = massa do concentrado

4.5. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para avaliacao da morfologia da membrana, antes e apds a filtragdo por membranas, foi

realizada a microscopia eletronica de varredura (MEV).
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A microandlise foi feita no Departamento de Engenharia Quimica da Unicamp. O
equipamento utilizado foi o MEV com detector de energia dispersiva de raios-X (EDX), da marca
LEO Electron Microscopy/Oxford (Inglaterra), o modelo do MEV ¢é Leo 440i e o modelo do
EDX ¢ 6070 (Figura 4.4 A). Utilizou-se tensdo de aceleracdo igual a 15 kV e corrente do feixe

igual a 150 pA com aumento na magnitude de 3000x.

Antes da obten¢do das imagens, as amostras foram recobertas com uma camada de ouro,
uma vez que as membranas sdo constituidas de materiais poliméricos que sdo maus condutores de
elétrons. O equipamento utilizado para este fim foi um metalizador (Sputter Coater POLARON,

marca VG Microtech, modelo SC7620, Inglaterra) (Figura 4.4 B).

Figura 4.4. Equipamentos utilizados para andlise de microscopia eletronica de varredura:
(A) microscopio eletronico de varredura e (B) aparelho metalizador para recobrimento

com camada de ouro.

4.6. Métodos Analiticos

Na caracterizacdo da matéria-prima, as andlises fisico-quimicas foram realizadas em pelo
menos cinco replicatas nas amostras de polpa e semente de pequi, que sdo as partes comestiveis
do fruto. Na fracdo ndo comestivel do mesmo, endocarpo espinhoso, somente foram realizadas as
andlises de carotendides totais e cor, importantes para o presente estudo. As andlises de medidas

de comprimento, didmetro e massa no caro¢o da fruta, assim como da massa das fragdes (polpa,
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endocarpo espinhoso e semente) foram feitas em 50 pequis de um lote.

Na avaliacdo da influéncia do tempo e da temperatura sobre a extracdo de compostos
fendlicos e carotendides do pequi, os extratos foram caracterizados em relacdo o teor de

carotendides e compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Na etapa de concentragdo dos compostos bioativos por membranas, nos produtos obtidos
pelos processos (alimentagdo, concentrado e permeado) foram analisados o conteudo de
carotendides, compostos fendlicos, atividade antioxidante, cor, viscosidade e densidade. Além
disso, somente na alimentacdo, foi realizada a caracterizacdo da morfologia das particulas da
solucdo. Os produtos do processo mais eficiente, que apresentou maior fluxo de permeado e
retencdo de carotendides e polifendis, foram caracterizados fisico-quimicamente, determinando-

se o teor de sélidos sol, pH, acidez titulavel, teor de umidade, proteinas, lipideos e vitamina C.

a) Determinacao de didmetro e comprimento
As medidas foram realizadas no carogo inteiro através da utilizagao do paquimetro digital
(modelo CD-6”, marca Mitutoyo, GS, Japao). O comprimento corresponde a medida longitudinal

da fruta (C) e o diametro (D), ao valor medido no equador do caroco (Figura 4.5).

Figura 4.5. Dimensdes do caroco de pequi.

b) Teor de umidade
A umidade das amostras foi determinada por método gravimétrico, em estufa a 105 °C por
24 h, e apds, em estufa a viacuo a 70 °C por 3 h, segundo o método oficial da AOAC (1998) n°

934.06, com modificagao.
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¢) Atividade de agua
A atividade de dgua foi determinada por leitura direta a temperatura de 25 °C, por meio

do equipamento Aqualab (modelo Series 3 TE, Decagon Devices Inc, Pullman, WA).

d) Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 525 °C, de acordo com o
método de Cinzas de Frutas e Produtos de Frutas, segundo método oficial da AOAC (1998) n°
940.26.

e) Fibras
O teor de fibras foi determinado pelo método de digestdo: Fibra (bruta) em plantas,

segundo método oficial da AOAC (1998) n° 930.10, com modificagao.

f) Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método Kjeldahl para Proteina em Produtos de

Frutas, segundo método oficial da AOAC (1998) n° 960.52.

g) Lipidios
O teor de lipidios foi determinado por extracdo com éter de petréleo e éter etilico para a
polpa e hexano para a améndoa utilizando o equipamento Soxhlet, segundo metodologia adaptada

de IAL (2005).

h) Acidez titulavel
A acidez tituldvel foi determinada por titulacio com NaOH (0,1N) com indicador
fenolftaleina e expressa em termos de g de 4cido citrico / 100g do produto, segundo método

descrito pela AOAC (1998).
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i) pH
O pH foi determinado em um potencidmetro, utilizando-se o pHmetro Tecnalise, modelo

pH 300.

J) Vitamina C
O teor de vitamina C foi determinado apenas na polpa de pequi por titulagdo com solucao

2,6-diclorofenolindofenol, segundo método oficial da AOAC (1998) n°® 985.33, com modificagdo.

1) Cor

A cor da polpa, semente e endocarpo espinhoso de pequi foi analisada por reflectancia,
através de colorimetro Ultra Scan Vis 1043 (Hunter Lab, Reston, EUA), em escala CIELab (L*,
a*, b*), na temperatura de 25 °C. As medidas foram expressas em termos dos parametros:
luminosidade L* (L*=0 preto e L*=100 branco), cromaticidade a* (+a*=vermelho e - a*=verde)
e b*, (+b*=amarelo e - b*=azul). Com esses parametros, foram avaliadas as coordenadas
cilindricas C* e H*, onde C* define o croma e H* o tom (ou dngulo Hue), a partir das equagdes

4.4¢e4.5.

« 2 %2 * b*
c =la” +p [4.4] H =arctan( j [4.5]
a

O sistema CIELab € baseado na percep¢ao apenas das diferengas de cor observaveis nas
coordenadas cilindricas do sistema. Assim, através do software Adobe Photophop 7.0.1° e dos
valores de L*, a* e b* obtidos no colorimetro, foram feitos padrdes que representam a coloracdo
composta pela média dos valores lidos na amostra com caréter apenas ilustrativo. O Apéndice B

apresenta os padroes de coloracdo das amostras.

m) Carotenodides
A medida de carotendides totais foi feita com base no teor de B-caroteno. A determinacao
do teor de carotendides foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rodriguez Amaya

(1999), baseada na extracdo dos carotendides com acetona, seguida por separacdo em éter de
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petréleo, diluicio em baldo volumétrico. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia
méxima em espectrofotometro (modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products &
Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) em comprimento de onda igual a 450 nm,
utilizando o éter de petréleo puro como branco. Para quantificacdo dos carotendides foi utilizado

a absorbancia obtida e a equacao 4.6.

. . Absv O0°
Carotenoides _totais = ——— [4.6]

A O 100

lem

onde: Carotendides_totais sdo expressos em [pug/gl;
V = Volume da dilui¢é@o [ml];
Abs = Maxima absorbancia medida;
Al%lcm = Absorvidade para a B-caroteno em éter de petrdleo, 2592;

m = Massa da amostra [g].

n) Substancias fenolicas totais

A determinacdo de polifendis totais nos extratos foi feita pelo método colorimétrico de
Folin Ciocalteau (SWAIN e HILLIS, 1959), que se baseia no principio da reagcdo de reducdo dos
acidos fosfotingstico e fosfomolibdico, em meio alcalino a 6xidos de tungsténio e molibdénio

pelos compostos fendlicos, formando um complexo de cor azul.

As amostras foram diluidas em seus respectivos solventes na proporcdo de 1:10, extrato:
solvente. Uma aliquota de 0,5 ml da amostra diluida foi adicionada a 2,5 ml de solu¢do aquosa do
reativo Folin Cicalteau a 10%. Decorridos trés minutos, foram acrescidos 2 ml de soluciao aquosa
de carbonato de sdédio a 7,5%. Apds uma hora as absorbancias das solu¢des foram lidas em
espectrofotometro (modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products & Instruments
Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 760 nm. Como branco, para calibrar o espectrofotometro,
foi utilizada uma aliquota de 0,5 ml do solvente do extrato acrescida de solucdo de Folin
Cicalteau e de carbonato de sédio nas mesmas concentracdes e condi¢gdes citadas anteriormente.
Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi construida uma curva padrao utilizando

acido gdlico na faixa de concentracdo de 0,5 — 100 pg/ml. A quantidade de compostos fendlicos
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foi expressa em png de dcido gélico/ml de extrato. A quantificagdo dos compostos fendlicos nos

extratos de pequi foi realizada por meio da média + desvio padrio de pelo menos trés replicatas.

0) Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada utilizando-se duas metodologias distintas, DPPH e

FRAP, para melhor quantificagdo e comparagao.

o.1) DPPH

Foi utilizada a metodologia descrita por Rufino et al. (2007), sendo a atividade
sequestrante de radicais livres dos extratos determinada utilizando-se 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPH). O DPPH ¢ um radical livre estdvel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio

podendo ser reduzido na presenga de um antioxidante.

O método baseia-se na reducdo do DPPH (que tem coloracdo purpura) pela acdo de
antioxidantes presentes na amostra, formando difenilpicril-hidrazina, de colora¢do amarela, com
conseqiiente desaparecimento da sua coloracdo original e redugdo da absorcdo, podendo a mesma
ser monitorada pela leitura em espectrofotometro a 517 nm. A partir das leituras de absorcdo
obtidas determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres

e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

No procedimento, as amostras foram dissolvidas no respectivo solvente de extracdo na
propor¢ao de 1:10 extrato: solvente. Uma aliquota de 0,3 ml da amostra diluida foi adicionada a
0,3 ml de solu¢do DPPH na concentra¢do de 0,5 mM/L e a 2,4 ml de etanol (99,5%). Apés 40
minutos de reacdo, sob abrigo de luz, foi realizada a leitura das absorbancias das amostras em
espectrofotometro (modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products & Instruments
Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 517 nm. Como controle foi utilizada uma aliquota de 0,3 ml
do solvente do extrato acrescida de solug¢do DPPH e etanol nas mesmas concentracdes. O etanol
foi usado com branco, para calibrar o espectrofotometro. A determinacdo da atividade

antioxidante foi realizada por meio da média + desvio padrao de pelo menos trés replicatas.

A capacidade de seqiiestrar radicais livres foi expressa como percentual de inibi¢do de

oxidac¢ao do radical e calculado conforme a equacdo 4.7.
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PI(%inibi¢do) = {M} x100 [4.7]

A(0)

onde: A(0) = Absorbancia do controle (solu¢cao de DPPH sem antioxidante)

A(t) = Absorbancia da amostra em solugdo

0.2) FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power — Poder Antioxidante de Reducido do

Ferro):

Foi utilizada a metodologia descrita por Rufino et al. (2006). Este método foi escolhido
por mostrar-se eficiente e reprodutivel para quantificacio da atividade antioxidante em frutas. E
baseado na habilidade de reducao do ferro. Em meio acido, o complexo férrico tripiridiltriazina é
reduzido a sua forma ferrosa de intensa cor azul na presenca de antioxidantes, causando um

aumento na absorbancia a 595 nm.

Para preparo do reagente FRAP misturou-se 25 ml de tampao acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5
ml de uma solu¢do de TPTZ 10 mM (preparada com HCI 40 mM) e 2,5 ml de uma solugdo

aquosa de cloreto férrico 20 mM.

As amostras foram diluidas em seus respectivos solventes na propor¢ao de 1:10, amostra:
solvente. Uma aliquota de 100 pl de cada extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio,
juntamente com 3 ml do reagente FRAP recém preparado. Esta mistura foi homogeneizada e
mantida em banho-maria a 37 °C. Decorridos 30 minutos, foi realizada a leitura a 593 nm em
espectrofotometro (modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products & Instruments
Inc., Nova Jersey, Estados Unidos). O reagente FRAP foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotometro. Para a quantificacdo da atividade antioxidante foi construida uma curva
padrao, utilizando solucdes aquosas de Fe (II) na faixa de concentracdo de 100 — 1000uM. A
determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio da média + desvio padrao de pelo

menos trés replicatas, e foi expressa em uM sulfato ferroso/ml de extrato.

p) Determinacao da viscosidade das solucoes
Foi feita a determinacdo da viscosidade da alimentag¢do, do concentrado e do permeado

obtido apds o processo de concentracao. A viscosidade de cada uma das solucdes foi medida com
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o auxilio do redmetro Physica MCR301 (Anton Paar, Graz, Austria). As medidas foram feitas em
triplicata, em geometria de placa lisa de 75 mm de didmetro, com temperatura controlada em 25
°C por sistema Peltier e Gap de 0,2 mm para o extrato aquoso e 0,5 para o extrato alcodlico. A

viscosidade das solugdes foi calculada como a relagcdo entre a tensdo (0) e a taxa de deformacao

.

q) Determinacao da densidade das solucoes

A determinacdo da densidade da alimentagcdo, do concentrado e do permeado foi feita
utilizando-se picndmetro de 10 ml, previamente calibrado com 4dgua destilada a 25 °C. Foram
medidas as massas dos picndmetros vazios e posteriormente, com dgua destilada. O volume foi
calculado pela relagdo V=m/ p, onde m representa a massa de dgua destilada no picndmetro e p
sua densidade, 997,08 kg/m3 (PERRY; CHILTON, 1973). Posteriormente, o picndometro foi
completado com as amostras e pesado. Tendo-se o conhecimento da massa do picndometro vazio e

de seu volume, foi feito o calculo da densidade dos extratos.

r) Caracterizacao das particulas da alimentacao

A fim de visualizar o material em suspensdo da alimentacdo alcodlica e aquosa e a
aglomeracdo deste material, estas solugdes foram caracterizadas através de um
estereomicroscopio, que trata-se de um microscépio de visdo binocular com uma camara clara
acoplada, a qual torna possivel a visdo do objeto sobreposto numa superficie plana e lisa. Esta
andlise permite distinguir caracteristicas morfoldgicas das fases do material avaliado, bem como:

cor, transparéncia e brilho.

As solugdes foram depositadas e dispersas em placa de Petri e observadas no
estereomicroscopio (Citoval 2; Zeiss, Jena, Thiiringen, Germany) equipado com uma camera
digital zoom Kodak modelo EasyShare DX4530 (Eastman Kodak Company, Rochester, MN,
USA). As imagens foram capturadas em quintuplicata para cada amostra, no momento em que as

solucdes foram depositadas na placa de Petri e apds dez minutos de repouso.
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4.7. Analise estatistica

Os resultados das andlises foram submetidos a um teste de diferenca de médias (Teste de
Duncan), utilizando-se o software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA), para um nivel de

confianca de 95% (p < 0,05).

Para analisar a correlacdo existente entre os compostos fendlicos, carotendides e a
atividade antioxidante foi calculado o coeficiente de correlagdo de Pearson (r), para um nivel de

confianca de 95% (p < 0,05), usando teste de t de Student.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao da Matéria-Prima

Na primeira etapa do trabalho foi realizada a caracterizagdo do pequi. Verificou-se que o
fruto possui alta variabilidade em sua composicdo. Este fato ja foi reportado por outros
pesquisadores da fruta, como Oliveira et al. (2010), que afirmam que isto é uma tendéncia

comumente observada em frutos de plantas oriundas de propagagdo por sementes.

Os carogos de pequi utilizados neste trabalho apresentaram uma massa média de 33,40 +
3,72 g, 35,38 = 3,77 mm de diametro e 48,03 + 5,21 mm de comprimento, sendo que a polpa
representou 30,58 + 2,52 % do carogo, a améndoa 7,40 = 0,84 % e o endocarpo espinhoso 60,71
+ 5,93 %.

As caracteristicas fisicas e quimicas da polpa e da améndoa de pequi encontram-se nas
Tabelas 5.1 e 5.2, respectivamente. A cor e o teor de carotendides do endocarpo espinhoso sdao
apresentados na Tabela 5.3. Os dados apresentados correspondem a uma média de, no minimo,

cinco determinagdes, com seus respectivos desvios padrao.

Tabela 5.1. Composicao quimica centesimal da polpa e améndoa de pequi congelado. Valores

médios e seus respectivos desvios padrao.

Caracteristicas Quimicas Polpa Améndoa
Umidade (%) 51,17 £ 3,78 32,13 +£2.23
Cinzas (%) 0,29 £ 0,04 3,27 £0,36
Acidez (g) 0,14 £ 0,01 0,45 £0,04
Proteinas (%) 2,83 £0,47 17,52 + 1,64
Lipidios (%) 26,30 £ 1,47 8,80 £ 0,46
Vitamina C (mg) 6,63 +1,02 -k
Carotendides (mg) 10,64 + 0,29 0,11 +0,72
Fibra alimentar (%) 17,86 + 2,08 2,07 £0,17

*quantidade ndo expressiva

Os resultados apresentados nas Tabelas 5.1 e 5.2 mostram que a polpa de pequi possui
alto teor de lipidios, fibras e proteinas, quando comparado a outras frutas, e a améndoa também ¢é

rica em lipideos e proteinas. Estes resultados estdo de acordo com os publicados por TACO
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(Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos, 2006), Lima et al. (2007) e Oliveira et al. (2010)
sendo que as variacOes em compara¢ao com os valores obtidos podem ser atribuidas ao estado de
maturagdo, diferentes condi¢gdes climéticas, localizagdo geografica da producao, estacdo do ano,
condicdes de plantio e o manuseio pds-colheita, que podem afetar a composi¢do quimica dos

frutos.

Tabela 5.2. Caracteristicas fisicas da polpa e améndoa de pequi congelado. Valores médios e seus

respectivos desvios padrao.

Caracteristicas Fisicas Polpa Améndoa
Atividade de agua 0,984 £ 0,01 0,984 + 0,00
pH 5,38 +0,18 6,60 + 0,09
Cor L* 51,13 £ 1,08 64,18 £ 3,30

a* 13,85 £ 3,54 -0,53 £0,15
b* 59,21 £ 1,15 8,53 £0,45
C* 60,89 + 0,45 8,25 +£0,45
H* 76,83 + 3,47 -86,31 + 1,03

Tabela 5.3. Massa, teor de carotendides e cor do endocarpo espinhoso de pequi. Valores médios e

seus respectivos desvios padrao.

Caracteristicas Fisicas Endocarpo
Carotendides (mg/100g) 8,20 +£ 0,36
Cor L* 44,86 + 0,98

a* 9,87 £ 1,20
b* 36,87 £ 1,89
C* 37,69 £2,32
H* 75,45 + 0,88

O alto teor de lipidios e proteinas apresentado pelo pequi e a alta quantidade de fibras da
polpa podem influenciar as etapas do processo subseqiientes de preparo dos extratos, pois maior
manipulacdo é necessdria para que estes constituintes sejam eliminados ou reduzidos dos

extratos.

O conteddo de vitamina C (6,63 mg/100g) encontrado na polpa analisada estava
ligeiramente abaixo dos valores apresentados na literatura. De acordo com a TACO (2006) a

polpa in natura possui 8,3 mg de vitamina C/100g. Este resultado é provavelmente devido ao pré-
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processamento (branqueamento e congelamento) e ao tempo de estocagem (aproximadamente
oito meses) do pequi utilizado neste trabalho. A redu¢do de vitamina C causada por estes fatores
foi relatada em outros trabalhos. Souza Filho et al. (1999) verificaram que o pedinculo de caju
ap6és o branqueamento apresentou reducao de 23,3% no teor de acido ascorbico em relagdao ao
pedinculo in natura. Além disso, Campelo et al. (1998), analisando a polpa de acerola
pasteurizada, congelada e armazenada, relataram que houve uma reducdo de cerca de 23% no

teor de vitamina C apds oito meses, com constante redugao deste nutriente apds este periodo.

O teor de carotendides encontrado na polpa de pequi (10,64 mg/100g) foi superior ao
verificado por Lima et al. (2007) (7,25 mg/100g). J4 na améndoa, o valor quantificado pelos
mesmos autores (0,30 mg/100g) foi maior que o encontrado neste trabalho (0,11 mg/100g). O
endocarpo espinhoso apresentou teor de carotendides (8,20 pg/100g), um pouco inferior ao da

polpa, porém elevado para ser desconsiderado.

Os valores dos parametros de cor concordaram com o teor de carotenoides de cada fragdo.
Verificou-se que a polpa apresenta coloracao amarelada intensa, com valores de b* e L* em torno
de 59 e 51, respectivamente, e levemente avermelhada, com valor de a* de 14. Jd a améndoa,
com baixo teor de carotendides, apresentou-se levemente amarelada, com valor de b* em torno
de 8,5, e com maior luminosidade, L* de 64,2. O endocarpo com menor quantidade de
carotendides que a polpa, possuia cor amarela mais fraca que a mesma, b* de 37, e levemente
avermelhada, a* de 10, porém com uma menor luminosidade, L* de 45, devido aos espinhos

€scuros.

O Apéndice B apresenta os padrdes de coloracdo das fragdes de pequi (polpa, endocarpo e
améndoa). Os padroes, feitos no software Adobe Photophop 7.0.1® através dos valores de L*, a*
e b* obtidos no colorimetro, representam a coloragdo composta pela média dos valores lidos na

amostra e tém carater apenas ilustrativo.

5.2. Estudo da extracao aquosa e alcodlica de pequi

Nesta etapa do trabalho foi realizado um estudo para obter a melhor condi¢do de extracao
dos compostos fendlicos e dos carotendides do fruto pequi, usando dgua e etanol como solventes

e diferentes temperaturas e tempos de extracdo. As varidveis influenciaram as duas respostas,
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sendo que a variagdo do teor de compostos fendlicos foi de 177,87 a 261,73 g de equivalente de
acido gélico /ml para o extrato alcodlico e de 183,79 a 334,87 ug de equivalentes de &cido
galico/ml para o extrato aquoso (Figura 5.1.A1 e 5.1.A2, respectivamente). J4 o teor de
carotendides totais variou de 2,41 a 4,49 mg/ml para o extrato alcodlico e de 0,18 a 4,23 mg/ml

para o extrato aquoso (Figura 5.1.B1 e 5.1.B2, respectivamente).

A Figura 5.1.A1 mostrou que o teor de compostos fendlicos para o extrato alcodlico
aumentou com o tempo de extra¢do, em todas as temperaturas, sendo maior em 40 °C (259,45 ng
de 4cido gélico/ml). Este resultado é similar ao encontrado por outros autores que utilizaram
solucdes hidroalcodlicas com diferentes concentracdes de dlcool para extragdo de compostos
fendlicos em residuo de uva, folhas de Inga edulis e madeira de castanheira (SILVA et al., 2007;
SPIGNO; TRAMELLI; FAVERI, 2007; GIRONI; PIEMONTE, 2010). Estes trabalhos
reportaram que o aumento da temperatura pode melhorar a extracdo de compostos fendlicos, pois
possibilita maior difusdo e solubilidade destes compostos. Além disso, o aumento de temperatura
favorece a desagregacdo dos componentes celulares vegetais, o que leva a liberacdo dos

polifendis ligados e ao aumento da permeabilidade da membrana celular (WANG et al., 2008).

Alguns trabalhos relataram que temperaturas ainda mais altas (60 a 80 °C) apresentam
maior eficiéncia para extrair os compostos fendlicos, necessitando de um tempo menor para
mesma extracdo, pois longos tempos, a altas temperaturas podem degradar os compostos
(MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007; SILVA et al., 2007; SPIGNO; TRAMELLI; FAVERI,
2007; GIRONI; PIEMONTE, 2010; THOO et al., 2010). Como neste trabalho a temperatura
méxima utilizada foi de 40 °C (para ndo provocar degradacdo dos compostos fendlicos nem
carotendides), necessitou de maior tempo de processamento para ocorrer a difusdo dos

compostos, cerca de 24 h de processo.

O extrato aquoso apresentou maior teor de compostos fendlicos que o sistema alcodlico.
Este fato pode ser explicado pelas substancias fendlicas serem, em sua maioria, polares, portanto
soliveis em dgua (CHIRINOS et al., 2007; LIMA, 2008). Deste modo, estas se difundem mais
rapidamente neste solvente, tendo maior extracdo em menor tempo de processo, o que pode ser
observado na Figura 5.1.A2. Os extratos aquosos apresentaram maior teor de compostos
fendlicos em 1 h de extracdo a25 °C, 1he 12ha30°C,e 1 ha40 °C, sendoqueem 1 he a 25

°C houve a maior concentracdo de compostos fendlicos (265,43 pg de dcido gilico/ml).

46



Resultados e Discussdo

300,0 -
Q
,é 250,0 §
3 g
e 3
L% @
2 200,0 ®
£ H 20min = M 20min
k) 150,0 E
= ’ ol
ﬁ H1lh E & 1h
o W12h
1 ?SJ 100,0 M 12h §
Rl <] E 24h
< E 24h S
2 50,0 @
0,0
25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C
300,0 4,5
2 250,0 =
& &
g =
a 3
2 200,0 @
-g E 20min % B 20min
<o 150,0 =
= H1h I
2 -8 § H1h
o
2 1000 - K 12h 3 W12h
- ci:_
@
_go E 24h -c?o i 24h
% 50,0 b
0,0
25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C

Letras diferentes na mesmo grafico indicam diferenca estatisticamente significativa entre os contetidos de fendis totais ou carotendides do extrato aquoso e
alcodlico (p<0.05).

Figura 5.1. Variacdo do teor de compostos fendlicos (A) e carotendides (B) com a temperatura e o tempo de extragcdo para o

extrato alcodlico (1) e aquoso (2).
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A reducdo do teor de compostos fendlicos com o tempo no sistema aquoso pode ser
atribuida a exposicdo prolongada a temperatura e oxigénio, degradacdo quimica e enzimatica,
polimerizacdo e desnaturacdo dos compostos, e interacao dos polifendis com outros constituintes

da fruta (SILVA et al., 2007; SPIGNO; TRAMELLI; FAVERI, 2007; YIM et al., 2011).

Ainda ndo existe trabalho na literatura que relate o estudo de otimizacdo do processo de
extracdo de compostos fendlicos de pequi. Entretanto, existem trés trabalhos sobre extracdo de
compostos fendlicos de pequi (Caryocar brasiliense Camp.) realizados por Roesler et al. (2007),
Lima, (2008) e Porto (2008): a temperatura ambiente, em tempos de processamento de 20 min, 1
h e 24 h, respectivamente, com frutos de diferentes estados brasileiros (Goids, Piaui e Minas

Gerais).

Roesler et al. (2007) também trabalharam com duas extracdes sucessivas da polpa e
améndoa de pequi. O extrato final (extrato da primeira extragao com a re-extracao) foi liofilizado
e o contetido de compostos fendlicos desses extratos apresentaram em torno de 20,9 e 27,2 mg
equivalentes de acido galico/g de massa seca de extrato aquoso e alcodlico, respectivamente.
Lima (2008) que trabalhou com extratos aquosos de polpa e améndoa de pequi ndo realizou a
quantificacdo de compostos fendlicos totais. O autor identificou e quantificou os compostos
presentes nos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os fendis presentes na polpa
foram: acido galico (9,56 pg/g de matéria seca), dcido p-cumarico (27,43 pg/g) e acido eldgico
(32,2 pg/g). E na améndoa: 4cido gélico (13,81 pg/g de matéria seca), dcido p-cumadrico (34,71
Mg/g), acido elagico (38,4 pg/g) e procianidina B2 (1,51 pg/g). E o extrato alcodlico preparado

por Porto (2008) apresentou 9,01 mg equivalentes de acido galico/g de massa seca.

Devido aos valores reportados na literatura, para o conteido de fendis em extratos,
diferem em valores e formas de expressar os resultados, e a fruta apresentar grande variabilidade
entre as regides, €poca de colheita, estagio de maturagdo, condi¢cdes de plantio € o manuseio pos-

colheita, a comparagao com os resultados obtidos no presente trabalho foi muito dificil.

Em relacdo aos carotendides, pode-se observar na Figura 5.1.B1 que em todas as
temperaturas, as maiores concentragdoes foram em 1 h de extracdo alcodlica, sendo que a 25 °C
foi obtido o melhor desempenho (4,50 mg de -caroteno/ml).

Os carotendides sao moléculas com a estrutura altamente insaturada, o que os torna muito
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N

susceptiveis a oxidacdo e isomerizacdo. Sua estabilidade depende da exposicdo a luz e alta
temperatura € da matriz do alimento, pois a oxidacdo e a isomerizacdo sdo promovidas pela
presenca de enzimas liberadas nos cortes e trituracdo dos mesmos, presenca de radicais livres,
metais, dcidos organicos e lipideos insaturados (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RODRIGUEZ-
AMAYA KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). A prolongada exposicdo dos carotendides na
solucdo pode ter desencadeado sua degradacdo, verificando-se sua redugdo ao longo do tempo de
processo. Apesar da presenca dos compostos fendlicos aumentar a estabilidade dos carotendides,
protegendo os da oxidagdo (UNTEN; KOKETSU; KIM, 1997),neste sistema, a presenca de maior

quantidade de polifenéis em 24 h de processo nao foi suficiente para impedir sua degradacao.

No extrato aquoso, como mostra a Figura 5.1.B2, as extragdes a 25 e 40 °C por 1 h foram
as melhores (3,37 e 4,23 mg de [B-caroteno/ml, respectivamente), porém a 30 °C o melhor
processamento durou 12 h (3,45 mg de B-caroteno/ml). A prote¢do contra oxidacdo promovida
pelos polifendis pode ser uma possivel explicagdo para o fato do maior teor de carotendides ter
sido acompanhado pela maior quantidade de compostos fendlicos nos extratos aquosos (SILVA;

ROGEZ; LARONDELLE, 2007).

De modo geral, o sistema alcodlico foi mais eficiente em extrair os carotendides que o
aquoso, o que pode ser atribuido ao fato de que em frutas, os carotendides estdo protegidos pela
estrutura celular e o dlcool € mais eficiente na destruicio desta barreira, liberando mais
carotendides para a solucao (LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005; RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Além disso, os carotendides sdo lipossoliveis, tendo

melhor solubilidade no alcool.

Para escolha das melhores condicdes de extragdo foram considerados os teores de
carotendides e compostos fendlicos, buscando avaliar o melhor processamento para a extragdao de
ambos compostos. No sistema alcodlico foi escolhida a temperatura de 40 °C e tempo de 24 h,
condic@o que se mostrou a mais eficiente em extrair os compostos fendlicos e também apresentou
bom desempenho na extracdo de carotendides. Para a extragdo aquosa, 25 °C por 1 h foi a
condic¢do escolhida, visto que apresentou maior extracdo de compostos fendlicos e extraiu muito

bem os carotenoides.

Nestas condicdes de extracdo escolhidas foi realizada uma re-extragao para cada extrato,

nas mesmas condi¢des. Em cada extrato obtido de duas extracdes separadas (extrato da primeira
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extracdo e da re-extracdo), foi determinado o conteudo de carotendides e compostos fendlicos. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 5.4. No extrato final (mistura do extrato obtido na
primeira extragdo com o da re-extracao), além do teor de carotendides e compostos fendlicos, foi
analisada a atividade antioxidante, conforme o item 4.2.3.2c. Estes resultados estao apresentados

na Tabela 5.5.

De acordo com a Tabela 5.4, o teor de compostos fendlicos extraido na re-extracao
alcodlica foi menor, representando apenas 32% do teor da primeira extragao, porém o aumento
dos carotendides extraidos foi significante, 52% maior que na primeira extragdo. No sistema
aquoso, a re-extracdo apresentou uma remoc¢ao de polifendis de cerca de 48% e de carotendides
de 63% em relacdo a primeira extragdo. Deste modo, a re-extracdo dos residuos gerados na
primeira extracdo foi considerada eficiente para melhorar o aproveitamento dos compostos de

interesse.

Tabela 5.4. Teor de compostos fendlicos e carotendides totais, em base imida e seca, da primeira

extracdo e re-extracdo para o processo aquoso e alcodlico.

Extrato alcodlico Extrato aquoso
1* extracao Re-extracao 1* extracao Re-extracao
Fendis (ug 4c.Gal./ml) 232,09+ 1,05 73,47 +6,03 258,30 + 1,74 124,74 £ 2,11
-caroteno (pg/ml) 3,89 + 0,37 5,90 + 0,28 3,28 +0,16 2,06 + 0,08

Tabela 5.5. Teor de compostos fendlicos, carotendides totais e atividade antioxidante, em base

umida e seca, apresentada pelo extrato final aquoso e alcodlico.

Extrato alcodlico  Extrato aquoso

Fendis (ug 4c.Gal./ml) 138,99 + 10,05 * 213,70 + 1,44 °

B-caroteno (ug/ml) 4,42 +0,15* 2,55+0,07°

DPPH (% inib.) 21,90 £ 0,54° 23,03 +0,36°

FRAP .
2,47 +0,05% 2,62 +0,01

(mM sulfato ferroso/ml)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre os conteddos de fendis totais,
carotendides, atividade antioxidante medida pelo método FRAP ou DPPH do extrato aquoso e alcodlico (p<0.05).
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Conforme apresentado na Tabela 5.5, o extrato alcodlico final apresentou menor conteido
de compostos fendlicos e maior teor de carotendides em relagdo ao extrato aquoso, que, por sua

vez, apresentou maior atividade antioxidante medida por ambos os métodos, DPPH e FRAP.

Tanto o extrato alcodlico quanto o aquoso sdo capazes de seqiiestrar o radical DPPH e
reduzir o Fe™. Os resultados obtidos para capacidade antioxidante dos extratos, por ambos os
métodos, sdo atribuidos ao diferente conteido dos compostos bioativos (polifendis e
carotendides) em cada extrato e a interagdo de cada componente presente neste com o0 mecanismo
de reacdo envolvido em cada método. O método FRAP detecta compostos com potencial redox
menores que 0,7 V (o potencial redox Fe’*-TPTZ), atua mediante um mecanismo de transferéncia
simples de elétrons, porém possui reduzida capacidade de detectar compostos que agem por
transferéncia de hidrogénio. Entretanto o método DPPH detecta os compostos que podem atuar
tanto por redugdo direta, via transferéncia de elétrons, quanto por captura de radicais via
transferéncia de dtomos de hidrogénio (PRIOR et al., 2005). Assim se faz necessdria a utilizagao
de mais de um método para medir a capacidade antioxidante em sistemas distintos e confirmar o

potencial antioxidante dos extratos.

Devido aos valores reportados na literatura, para a capacidade antioxidante de extratos
vegetais de diversas fontes, diferirem em valores, formas de calculo e formas de expressar os

resultados, a comparacdo com os resultados obtidos no presente trabalho foi bastante dificil.

Porto (2008), trabalhando com extrato aquoso e alcodlico de pequi, obteve, pelo método
DPPH, 20% de inibi¢do utilizando concentracdo de 10ug de extrato alcodlico seco/ Ul de etanol e
15% de inibicdo utilizando 10pg de extrato aquoso seco/ Ml de dgua. Lima (2008), utilizando o
mesmo método, encontrou 5% de inibicdo para o extrato alcodlico e 55% de inibi¢do para o
extrato aquoso, utilizando a mesma concentragao de Porto (2008), porém dissolvendo o extrato

seco em metanol. Estes autores ndo analisaram a atividade antioxidante dos extratos pelo método

FRAP.

Tuberoso et al. (2010) trabalharam com extrato alcodlico e aquoso de Myrtus communis
L., fruta vermelha tipica da regido mediterranea. Os autores obtiveram em torno de 4579,0 g de
acido galico/ml de extrato alcodlico e 570,0 pg de acido gdlico/ml de extrato aquoso e
encontraram 84,70 mM sulfato ferroso/ml de extrato alcodlico e 7,60 mM sulfato ferroso/ml de

extrato alcodlico. Valores superiores ao encontrado no presente trabalho, que pode ser atribuido
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ao fruto ter alto valor de antocianinas que sdo bem extraidas em dgua e dlcool e quantificadas

juntamente com os compostos fendlicos totais.

Para analisar a correlacdo existente entre os compostos fendlicos, carotendides e a
atividade antioxidante foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), que permite
avaliar as varidveis duas a duas e verificar se uma € explicada pela outra. O seu valor é um
nimero compreendido entre -1 e 1. Se r = 1 significa uma correlacdo perfeita positiva entre as
duas varidveis. Se r = -1 significa uma correlacido negativa perfeita entre as duas varidveis, isto €,
se uma aumenta, a outra sempre diminui. E se r = 0 significa que as duas varidveis ndo dependem
linearmente uma da outra, porém, pode existir uma dependéncia nao linear, sendo necessarios

outros meios de investigacdo (Figueiredo Filho; Silva Junior, 2009).

Neste trabalho foram determinados os coeficientes de correlagdo de Pearson do contetido
de fendis totais, carotendides e atividade antioxidante dos extratos obtidos na melhor condi¢ao

com a re-extragcdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Coeficientes de correlacao de Pearson das atividades antioxidantes, fendis totais e

carotendides.
Compostos fenodlicos  Carotenoides FRAP
Carotendides -0,99
FRAP 0,88 -0,95
DPPH 0,89 -0,81 0,62

Pode-se verificar que o contetido de carotendides e compostos fendlicos tem forte
correlagdo negativa, o que pode ser explicado pelo extrato aquoso possuir maior teor de
compostos fendlicos em relacdo a quantidade de carotendides e o extrato alcodlico apresentar o
oposto. Thaipong et al. (2006), trabalhando com extrato de goiaba em metanol, também relataram

forte correlacdo negativa entre o 3-caroteno e os compostos fenélicos.

Os compostos fendlicos e a atividade antioxidante, avaliada pelos dois métodos, DPPH e
FRAP, possuem forte correlacdo positiva, podendo-se atribuir aos compostos fendlicos a

atividade antioxidante exibida pelos dois métodos. Este fato pode explicar a maior atividade
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antioxidante apresentada pelo extrato aquoso, visto que este extraiu maior quantidade de
polifendis. A correlacdo apresentada entre os dois métodos antioxidantes foi moderada e positiva,
indicando que os métodos mostraram similar capacidade de predizer a atividade antioxidante dos
extratos de pequi obtidos. Resultados similares entre esses dois métodos (r > 0,92) e a correlacdo
destes com o teor de compostos fendlicos (r > 0,85) ja foram relatados por diversos autores em
extrato de goiaba em metanol, extratos aquosos de Picrorhiza kurroa (erva medicinal), extratos
aquosos e alcodlicos de mirta (Myrtus communis L.) e extrato de lentilha em metanol (Thaipong

et al., 2006; Rajkumar; Guha; Kumar, 2010; Tuberoso et al., 2010; Zou et al., 2011).

J4 entre os carotendides e a atividade antioxidante verifica-se forte correlacdo negativa,
que explica a menor capacidade antioxidante do extrato alcodlico, que teve maior teor de
carotendides. Thaipong et al. (2006) também reportaram forte correlacio negativa entre o [-
caroteno e a atividade antioxidante descrita pelos métodos FRAP e DPPH (r < -0,70). Ja Prasad et
al. (2010), trabalhando com a fruta tipica da Malésia Canarium odontophyllum Miq., observaram
baixa correlacdo positiva (0,02 < r < 0,3) do B-caroteno e luteina com a atividade antioxidante

analisada pelo método DPPH.

5.3. Estudo da concentracao dos extratos por processos com membranas

Nesta etapa do trabalho foi realizado um estudo para definir a melhor membrana para
concentracdo dos compostos fendlicos e dos carotendides do extrato aquoso e alcodlico de pequi.
Foram utilizadas uma membrana de ultrafiltracao (UF) e duas de nanofiltracao (NF 90 e NF 270)

para a realizacdo do processo.

5.3.1. Caracterizacao das particulas da alimentacao

As particulas da alimentacio aquosa e alcodlica foram caracterizadas por imagens obtidas
no estereomicroscopio. As Figuras 5.2 e 5.3 mostram as microscopias para a alimentacdo aquosa

e alcodlica, respectivamente.
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Figura 5.2. Imagens microscépicas da alimentacdo aquosa no momento que foi dispersa (A) e

apo6s dez minutos de repouso (B).

Figura 5.3. Imagens microscépicas da alimentacdo alcodlica no momento que foi dispersa (A) e

apo6s dez minutos de repouso (B).

Nas Figura 5.2A e 5.2B, as particulas ndo apresentaram formato e tamanho definidos.
Além disso, ndo foi observada aglomeracdo com o tempo decorrido. Na Figura 5.3A, percebeu-se
que as particulas presentes na solugdo alcodlica sdo pequenas, menores que as encontradas na
solucdo aquosa. A falta de defini¢do da fotografia deve-se ao movimento continuo das particulas,
que somente ficaram estdveis apds alguns minutos de repouso. Apds dez minutos decorridos, foi

observada intensa aglomeracao das mesmas (Figura 5.3B).
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Este fato pode ser explicado pela constante dielétrica da dgua e do alcool etilico. A dgua
tem uma alta constante dielétrica (78,5 a 25 °C), assim a forca de atracdo entre moléculas
protéicas contendo radicais com cargas opostas é baixa, predominando a intera¢do proteina-agua
em vez da interacdo proteina-proteina. O dlcool etilico, em temperaturas superiores a 0 °C,
promove o rompimento de pontes de hidrogénio e interagdes apolares, desestabilizam as
conformagdes proteicas e, assim, desnaturando-as. Além disso, este solvente tem constante
dielétrica baixa (24,3 a 25 °C), levando a agregacdo e precipitacdo das moléculas protéicas

(WEIL, 2000; NELSON; COX, 2002).

5.3.2. Morfologia das Membranas

A andlise microscOpica através do MEV permite a visualizag@o estrutural das membranas.
A Figura 5.4 mostra a secdo transversal da membrana de ultrafiltracio em detalhe, antes do
processo de filtracdo. Foi possivel identificar uma fina camada polimérica (polissulfona), o
suporte fibroso, que exerce papel de sustentacdo mecanica da estrutura das membranas, e o
provdvel agente compatibilizante que melhora a aderéncia do polimero depositado sobre a
membrana. Esta observacio estd de acordo com Ongaratto (2009), que estudou a ultrafiltragdo de

suco de pitanga com a mesma membrana deste trabalho.

As Figuras 5.5 e 5.6 mostram as se¢des transversais das membranas de nanofiltracdo, NF
90 e NF 270, respectivamente, antes do processo de filtracdo. Estas sdo compostas por uma fina
camada superficial de pele filtrante e subestrutura fibrosa. Silva (2007) também identificou estas
estruturas na membrana NF 270, quando estudou a recuperacdo de lignossulfonatos de baixa
massa molar por nanofiltragdo. Estas observacdes estdo de acordo com os fabricantes que
afirmam que as membranas NF 90 e NF 270 sdo compostas por uma fina camada de poliamida e

por uma camada microporosa de sustentacdo de polissulfona.

Deve-se ressaltar que, ndo foi possivel realizar a comparacdo da secdo transversal das
membranas de ultra e nanofiltragdo antes e depois do processo de filtragdo, visto que as mesmas
ndo fraturaram utilizando-se nitrogénio liquido. Isso ocorreu devido as fibras possivelmente

presentes no suporte da membrana.
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Suporte Fibroso

Figura 5.4. Microscopia da fratura da membrana de ultrafiltracdo, se¢do transversal antes

do processo de filtragdo. Barra da escala = 100pum. Aumento na magnitude de 500x.

Camada Polimérica

Figura 5.5. Microscopia da fratura da membrana de nanofiltracao (NF 90), se¢ao
transversal antes do processo de filtracdo. Barra da escala = 100um. Aumento na

magnitude de 500x.
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Camada Polimérica [

Figura 5.6. Microscopia da fratura da membrana de nanofiltracdao (NF 270), se¢do
transversal antes do processo de filtracdo. Barra da escala = 100um. Aumento na

magnitude de 500x.

As Figuras 5.7 e 5.8 apresentam as imagens da superficie das membranas, antes e depois
da filtracdo para o extrato aquoso e alcodlico. Observa-se nas micrografias que as membranas
virgens possuem superficie lisa, sem depdsito de matéria organica, enquanto as membranas apos
0 processo apresentam as superficies heterogé€neas, devido a deposi¢ao de particulas na superficie
das membranas durante a filtracdo. Estas particulas podem ser atribuidas a presenca de lipidios,

proteinas e minerais extraidos do pequi.

Ongaratto (2009) verificou, ap6s o processo de ultrafiltragcdo, utilizando 2 bar, a presenca
de particulas depositadas sobre a membrana, provenientes do suco de pitanga e as atribuiu a
formacao da camada polarizada e da incrustacdo da membrana. Tylkowski et al. (2010a)
observaram deposito de particulas na superficie da membrana apds a nanofiltracdo de extrato de
propolis e relataram que esta deposicao poderia ser atribuida a ceras, lipidios, 6leos essenciais,
pélen e minerais extraidos do prépolis. Sohrabi et al. (2010) também verificaram a deposicao de
moléculas organicas na superficie da membrana apds a nanofiltracdo de extrato aquoso de raiz de

licorice (Glicirriza glabra).

Na Figura 5.8, verificou-se que as superficies das membranas apds a filtracdo da solucao
alcodlica apresentaram com maior aglomeracdo de particulas que as superficies apds a filtracdo

da solucdo aquosa. Isso pode ser atribuido a aglomeracdo das particulas observada na
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alimentacao alcodlica ao longo do tempo, como apresentado no item 5.3.1.

Figura 5.7. Microscopias da superficie das membranas (1) UF, (2) NF 90 e (3) NF 270
utilizadas (A) antes e (B) depois do processo de filtracdo do extrato aquoso. Barra da

escala = 20um. Aumento na magnitude de 3000x.
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Figura 5.8. Microscopias da superficie das membranas (1) UF, (2) NF 90 e (3) NF 270
utilizadas antes (A) e depois (B) do processo de filtragdo do extrato alcodlico. Barra da

escala = 20um. Aumento na magnitude de 3000x.
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5.3.3. Fluxo de permeado e niimero de Reynolds

A densidade e a viscosidade dos produtos obtidos nos processos de concentracdo por
membranas foram analisadas. Na Tabela 5.7 pode ser observada a densidade da alimentagdo, do
concentrado e do permeado dos extratos aquosos e alcodlicos. A densidade do concentrado
aquoso obtido na ultrafiltragdo nao diferiu da densidade da alimentagdo, porém as densidades dos
concentrados de nanofiltracdo tiveram um leve aumento em relacdo a mesma (entre 0,1 e 0,5%),
o que pode ser explicado pela maior retengdo dos compostos. Por sua vez, os permeados obtidos

apresentaram uma leve redu¢do na densidade (entre 0,3% e 0,5%) em relacdo a alimentacao.

Ja no extrato alcodlico, somente a densidade do concentrado obtido no processo utilizando
a membrana NF 270 diferiu significativamente da densidade da alimentacdo, e a densidade dos

permeados obtidos por nanofiltracdo diferiram da densidade da mesma.

Tabela 5.7. Medida de densidade (Kg/m3 ) para as amostras de permeado, alimentacdo e

concentrado dos experimentos com extrato aquoso e alcodlico.

Densidade
Membranas UF NF 90 NF 270
Concentrado  1003,14 £ 0,08 1007,67 = 1,56  1005,67 +0,28°
Extrato ) entacio  1002,87+0,09° 1002,87 £0,09°  1002,87 +0,09"
Aquoso
Permeado  1000,121,07° 997,69 +0,40° 998,08 +0,05°¢
Concentrado 838,24 +0,88" 84044 +041°  839,32+0,61°
Extrato L ontacio  837,27+031°°  839.88+0,15°  837,27+031°
Alcodlico
Permeado 836,80 +0,52° 838,24 +0,28"° 836,02 +0,49°¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre a densidade dos produtos
aquosos ou alcodlicos (alimentagdo, concentrado e permeado) (p<0.05).

A medida da viscosidade das solucdes foi realizada através do redmetro, o resultado
encontra-se na Tabela 5.8. Os concentrados aquosos tanto do processo de ultrafiltracao quanto de

nanofiltragdo, apresentaram a mesma viscosidade, sendo esta 10% maior que a viscosidade da
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alimentacdo. O mesmo comportamento foi observado nos permeados, que tiveram uma reducao
de 20% em suas viscosidades com relagdo a alimentacdo. Portanto, o processo de concentracdo
realizado, com fator de concentragdo de apenas 1,5, causou baixo efeito sobre a viscosidade das
solucdes aquosas, pois a reducdo da quantidade de solvente em solucdo e o aumento na
concentracdo de compostos de maior massa molecular ndo foram grandes o suficiente para

ocasionar significativo aumento na densidade e viscosidade.

Ja no extrato alcodlico ndo houve aumento da viscosidade das solugdes com o processo de
membranas, pois a concentracdo de compostos ndo aconteceu efetivamente, como apresentado no

item subseqiiente.

Tabela 5.8. Medida de viscosidade (mPa.s) para as amostras de permeado, alimentagao e

concentrado dos experimentos com extrato aquoso e alcodlico.

Viscosidade
Membranas UF NF 90 NF 270
Concentrado 1,10 £ 0,00 1,10 £ 0,00 1,10 £ 0,00
Extrato 4 entacdio 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
Aquoso
Permeado 0,80 % 0,00 0,80 % 0,00 0,80 % 0,00
Concentrado 1,50 £ 0,00 1,60 = 0,00 1,50 + 0,00
Extrato - entacio 1,50 0,00 1,60 0,00 1,50 + 0,00
Alcodlico
Permeado 1,50 + 0,00 1,60 + 0,00 1,50 + 0,00

Laorko et al. (2010) clarificaram suco de abacaxi por ultrafiltracdo e verificaram que o
permeado obtido apresentou densidade e viscosidade (1019,71 Kg/m3 e 1,42 mPas,

respectivamente) menor que da alimentacao (1024,58 Kg/m3 e 2,07 mPa.s, respectivamente).

Mello (2008) concentrou extratos aquosos e alcodlicos de prépolis por nanofiltracdo,
obtendo, respectivamente, concentrados 30 e 60% mais viscosos que as alimentagdes, e

permeados 4 € 22% menos viscosos que as mesmas. A densidade também foi modificada, entre os
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1 e 5%. O autor obteve fator de concentracdo igual a 4, alcancando maior concentracdo que o
presente trabalho. Assim, a maior reducio da quantidade de solvente em solucdo, ocasionou um

maior aumento na densidade e viscosidade da mesma.

Além da andlise de viscosidade, avaliou-se através do redmetro o comportamento das
solucdes e verificou-se que todas as solucdes aquosas e alcodlicas apresentam comportamento
newtoniano, comprovado pela reta obtida no grafico de deformacao versus cisalhamento (Figura

5.9¢e5.10).

Mello (2008) também analisou através do redmetro, o comportamento dos extratos de

propolis e verificou que as solugdes apresentaram comportamento newtoniano.
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Figura 5.9. Gréfico da deformacdo versus cisalhamento para extrato aquoso (concentrado).
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Figura 5.10. Grafico da deformacio versus cisalhamento para extrato alcodlico (alimentacdo).
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A partir dos dados apresentados foram realizados os cdlculos do nimero de Reynolds, a
fim de verificar o regime de escoamento do extrato aquoso e alcodlico sobre uma superficie da

membrana.

Os nimeros de Reynolds encontrados foram 5014,35 e 2700,9, para o extrato aquoso e
alcodlico, respectivamente. Estes caracterizaram regime de escoamento turbulento (Reynolds >
1000), de acordo com o grafico apresentado por Foust et al. (1982) para agitador tipo pa de duas

hastes.

As curvas do fluxo de permeado versus o tempo para as solucdes aquosas e alcodlicas

estdo mostradas na Figura 5.11 (fluxo pontual) e na Figura 5.12 (fluxo acumulado).

O fluxo pontual, que representa um valor mais real no momento da medi¢do, foi muito
varidavel durante o processo, devido a pequenas variacdes nas condi¢des operacionais, precisao na
medi¢do de volume e do tempo. Por outro lado, a curva do fluxo acumulado forneceu uma visao

geral do processamento e reduziu as variagcOes pontuais.

Pode-se observar na Figura 5.12 que o fluxo de permeado decresce rapidamente no
periodo inicial de processo, devido a concentragdo da polarizag¢do, se tornando mais estavel ao
longo do mesmo. Nas Figuras 5.7 e 5.8, pode-se verificar que as superficies das membranas
apresentaram material depositado, causando a polarizagdo da concentragdo e reducdo do fluxo
inicial.

De acordo com Cheryan (1998), os s6lidos sdo arrastados para a superficie da membrana
por transporte convectivo, sdo parcial ou totalmente rejeitados e tendem a se concentrar na
interface da mesma, formando a polarizacdo da concentragdo. Segundo Marshall and Munro
(1993) o declinio do fluxo de permeado pode ser dividido em trés etapas: inicialmente, este é
resultado da polarizacdo da concentracdo, depois do fendmeno de adsorcdo, e por dltimo da

deposi¢ao da incrustagao.
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Figura 5.11. Curva de fluxo pontual de permeado. (A) Extrato aquoso, UF, T =25 °C, P =7 bar;
(#) Extrato aquoso, NF 90, T = 25 °C, P = 8 bar; (m) Extrato aquoso, NF 270, T=25°C, P =8
bar; (o) Extrato alcodlico, NF 90, T = 25 °C, P = 8 bar; (+) Extrato alcodlico, NF 270, T = 25 °C,
P = 8 bar.
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Figura 5.12. Curva de fluxo acumulado de permeado. ( A) Extrato aquoso, UF, T=25°C,P=7
bar; (¢) Extrato aquoso, NF 90, T = 25 °C, P = 8 bar; (m) Extrato aquoso, NF 270, T =25 °C,P =
8 bar; (o) Extrato alcodlico, NF 90, T = 25 °C, P = 8 bar; (+) Extrato alcodlico, NF 270, T =25
°C, P =8 bar.
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O fluxo médio de permeado dos processos em unidade de escoamento tangencial foi
medido de acordo com o item 4.4.2.3 a. As curvas para célculo do fluxo médio de permeado
apresentaram coeficientes de correlacdo linear maiores que 0,99, os resultados encontram-se na
Tabela 5.9. Os fluxos de permeado nao diferiram estatisticamente (p < 0,05), pelo teste de

Duncan.

Tabela 5.9. Fluxo médio de permeado (L/h.m?) dos extratos aquosos e alcodlicos nas diferentes

membranas, UF, NF 90 e NF 270.

Membranas Extrato aquoso Extrato alcoélico
UF 7,83+£0,75° -
NF 90 8,38 +0,28 * 7,06 £0,70 *
NF 270 8,08 +0,72° 9,17+0,94*

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os fluxos médios de permeado (p<0.05).

O fluxo de permeado do processo de ultrafiltracdo foi medido pela equacdo 4.1, pois
mesmo com alteragdo da pressao de entrada do processo (para 7 bar), ndo foi possivel a coleta do
permeado ao longo do tempo, o fluxo ainda se manteve alto, em torno de 226,36 L/h.mz,

finalizando o processo (com fator de concentracdo 1,5) em cinco minutos.

Os fluxos de permeado do processo de ultra e nanofiltracdo ndo apresentaram diferenca
significativa, quando se filtrou o extrato aquoso, devido a dois possiveis fatores: a pressao
aplicada no processo de ultrafiltracdo ter sido menor e as propriedades do material desta
membrana. A membrana de ultrafiltracdo € composta por polissulfona, que possui cariter
hidrofébico, sendo, assim, seu fluxo de dgua baixo (CHEN; CHIAO; TSENG, 1996) e alguns
solutos, como as proteinas, sdo mais susceptiveis de se depositarem na superficie e nos poros da
membrana (BLANK et al., 1998), causando, conseqiientemente, concentragao da polarizacio e

incrustagdo, e também reduzindo o fluxo.

Quando se utilizou o extrato alcodlico, o solvente mais apolar com maior afinidade com a
membrana de ultrafiltracdo hidrofébica pode ser a causa do alto fluxo de permeado encontrado.

Ja os fluxos de permeado nas membranas de nanofiltracdo, mais hidrofilicas, ndo diferiram do
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fluxo quando foi utilizada a alimentacdo aquosa, o que ndo era esperado ja que o extrato alcodlico

apresentou maior viscosidade.

Para melhor compreensao dos fenomenos relacionados com o processo de concentracio,
as membranas foram submetidas ao escoamento com dgua e dlcool 95%. As curvas do fluxo de
permeado versus tempo estdo apresentadas no Apéndice A. O fluxo de permeado com dlcool 95%
foi mais alto que o de 4gua em todas as membranas. O dlcool possui maior viscosidade (1,19
mPa.s) que a dgua (1,0 mPa.s) (Perry; Chilton, 1973), assim poderia se esperar que o fluxo de
permeado do dlcool seria menor, porém foi o contrario. No caso da membrana de ultrafiltracdo,
este fato € explicado pela maior afinidade desta (hidrofébica) com o dlcool. J4 as membranas de
nanofiltragdo sdao mais hidrofilicas, possuindo boa afinidade com a 4gua, assim os diferentes
fluxos de dgua e dlcool 95% podem ser atribuidos a uma possivel interacdo entre estes solventes e

as membranas.

Duas hipéteses sdo vidveis de serem feitas para explicar este fato: A primeira € que o
transporte de misturas liquidas através de membranas poliméricas pode ser fortemente
influenciado por um fendmeno conhecido como fluxo acoplado, decorrente dos efeitos de
plastificacio da membrana. Normalmente, um componente da mistura que apresenta uma maior
interagdo com o polimero, incha a membrana, aumenta a permeabilidade e facilita o transporte de
outros compostos através da membrana (NOBREGA; GARCIA; HABERT, 1991; ISMAIL;
LORNA, 2002). A segunda hipétese € que membranas poliméricas possuem superficies
carregadas quando entram em contato com uma solucdo aquosa. A 4dgua e o dlcool possuem
constante dielétrica distinta, influenciando as cargas das particulas diferentemente. A membrana
de ultrafiltracdo possui grupamentos sulfona, enquanto as membranas de nanofiltracdo possuem
grupos amina e carboxilicos, estes grupos podem ser carregados e influenciar na distribuicao de
ions na interface membrana-solug¢do, podendo haver interacdes eletrostaticas na superficie e nos
poros das membranas. Estas podem, por sua vez, mudar o tamanho dos poros e influenciar no
transporte de solventes e solutos através da membrana (CHEN; CHIAO; TSENG, 1996;
CHILDRESS; ELIMELECH, 1996; CHILDRESS; ELIMELECH, 2000).

Como o fluxo de dlcool 95% foi maior, assim, poderia ser esperado que o fluxo de
permeado do extrato alcodlico acompanhasse o comportamento do dlcool 95%. Entretanto, este

fato s6 foi verificado na membrana de ultrafiltracdo; nas membranas de nanofiltracdo, como ja
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citado, o fluxo de permeado do extrato alcodlico ndo diferiu do fluxo de permeado do extrato
aquoso. Isso pode ser explicado pela maior viscosidade do extrato alcodlico em relagdo ao dlcool
95% e por uma maior polariza¢do da concentracao e incrustagdo dos poros que reduz o fluxo de

permeado nas membranas de nanofiltracao.

Os valores de fluxo de permeado obtidos neste trabalho foram semelhantes ou superiores
aos obtidos em outros processos reportados na literatura, que utilizam célula de membrana de
pequeno porte que faz simulagdo do escoamento tangencial. Isso indica que a pressdo adotada
neste trabalho (8 bar) foi suficiente para realizacdo deste procedimento de concentracdo,
evidenciando, deste modo, sua viabilidade, visto que se gasta menor energia para gerar menor

pressdo de processamento.

Ferrarini, Versari e Galassi (2001) estudando a concentracdo de suco de uva por
nanofiltracdo relataram 3,6 a 5,4 L/h.m? de fluxo de permeado, trabalhando de 32 a 45 bar.
Warczok et al. (2004) concentraram suco de péra por nanofiltracdo, trabalhando com pressao

transmembrana a 12 bar, e obtiveram fluxo de permeado de 7 L/h.m>.

O extrato de Ginkgo biloba concentrado por nanofiltracdo obteve fluxo de permeado de
59; 6,8 ¢ 9,5 L/h.m® & 12 bar utilizando membranas com cut-off de 100 Da e 250 Da,
respectivamente (XU; WANG, 2005). Tylkowski et al. (2010a) utilizaram membrana de
nanofiltragdo para concentrar extrato alcodlico de propolis e obtiveram fluxo médio de permeado

de 4,05 L/h.mz, trabalhando a 50 bar.

Maiores fluxos podem ser ainda alcancados, se o extrato for trabalhado na unidade
filtracdo tangencial de escala piloto. Nesta unidade, maior vazao € obtida gracas a maior drea de
permeacdo na membrana. Além disso, utilizam-se grandes volumes de alimentacdo, acima de um
litro, e é possivel a recirculacio do produto concentrado que mantém uma alta vazdo de

alimentacdo, permitindo aumentar o fator de concentracdo do extrato e a efici€éncia da separacao.

Hossain (2003) estudou a concentracdo de antocianinas do extrato de bagaco de groselha
por ultrafiltracdo, em unidade de filtracdo tangencial em escala piloto, e obteve fluxo de
permeado de 17,3 L/h.m? a 1,4 bar. Mello, Petrus e Hubinger (2010), utilizando nanofiltracio
para o processamento de solu¢des aquosa e alcodlica de propolis, trabalharam apenas a 5 bar,

porém esta pressido foi suficiente para ocorrer a filtracdo, obtendo fluxo de 12 e 25 L/h.m?* para o
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extrato alcodlico e aquoso, respectivamente.

Tsui e Cheryan (2007) utilizaram nanofiltracdo para purificar extratos alcodlicos de milho
para producdo de xantofilas e obtiveram fluxo de permeado em torno de 10 L/h.m?, trabalhando a
27 bar. Banvolgyi et al. (2006), utilizando nanofiltracdo para concentrar compostos como
acucares, dcidos totais e dcidos sulfurosos do vinho tinto, a 20 bar, obtiveram 20 L/h.m>. Logo,
pode-se notar o aumento no fluxo de permeado quando se utiliza unidade de filtracdo tangencial

em escala piloto.

5.3.4. Concentracao dos compostos bioativos por membranas

Além das andlises de viscosidade e densidade, os produtos obtidos nos processos de
concentracdo por membranas de extrato aquoso e alcodlico de pequi foram caracterizados em

relacdo ao teor de carotendides totais, cor, compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Na Tabela 5.10 encontram-se os conteidos de carotendides do extrato aquoso e alcodlico
de pequi. Para o extrato aquoso verifica-se que as membranas apresentaram boa retencdo de
carotendides, somente cerca de 2% do total deste composto passou pela membrana de
ultrafiltracdo, enquanto ndo foi detectado conteido de carotendides no permeado de
nanofiltragdo. Entretanto, para o extrato alcodlico, tanto as membranas de ultra quanto as de
nanofiltracdo ndo apresentaram boa reteng¢do para carotendides (1,8 a 9,81%), este fato serd

discutido mais adiante.

Quando se concentrou o extrato aquoso, os carotendides, que sao compostos organicos
com massa molecular entre 530 e 570 Da, foram bem retidos pela membrana de ultrafiltracdo
(cut-off de 100 KDa). Como j4 citado, a membrana de ultrafiltracdo é composta por polissulfona,
que possui carater hidrofébico, desta maneira, alguns solutos, como as proteinas, sdo mais
susceptivel de se depositarem na superficie e nos poros da membrana (BLANK et al., 1998),
interagindo e causando, conseqiientemente, concentragdo da polarizacdo e incrustagcdo, formando
de uma barreira secunddria, que agiu como uma membrana e impediu a passagem de outras
moléculas, o que aumentou a rejeicdo de solutos permedveis. Cheryan (1998) e Sohrabi et al.
(2010) relataram que a presenca de moléculas organicas no extrato podem causar interagdes

soluto-membrana e concentracio da polarizagdo, que aumentam a rejeicao de solutos permeantes.
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Assim, se o objetivo do presente trabalho fosse somente a concentragdo dos carotendides,
a ultrafiltracdo seria o processo escolhido para a concentracdo de carotendides no extrato aquoso,
pois este processo permitiu remover o solvente de extragdo e concentrar os compostos, podendo

utilizar uma pressao de processamento mais baixa e economizar energia.

Tabela 5.10. Teor de carotendides (ug de B-caroteno /ml de extrato) para as amostras de

permeado, alimentagdo e concentrado dos experimentos com extrato aquoso e alcodlico.

Teor de carotendides

Membranas UF NF 90 NF 270
Concentrado 3,77 £0,03 3,83 +0,05 3,82 +£0,02
E Alimentacéio 2,55 +0,07 2,55 +0,07 2,55 +0,07
xtrato
Aquoso Permeado 0,05 + 0,02 0,00 0,00
% rejeicio 97,91 0,59 ° 100° 100°
Concentrado 4,86 + 0,01 4,14 + 0,01 4,67 +0,19
E Alimentacio 4,43 +£0,02 4,04 £0,14 4,43 +0,02
xtrato
Aleoglico Permeado 435+004 364002  430+001
% rejeicio 1.80+£0,85% 981+044° 288+023°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre a % de rejeicdo de
carotenéides (p<0.05).

Ongaratto (2009) clarificou suco de pitanga e Silva (2010) concentrou licopeno de polpa
de mamao, ambos utilizaram membranas poliméricas de micro e ultrafiltracdo (de 500 a 10 KDa).

Todos os experimentos realizados por ambos obtiveram rejeicdo de 100% dos carotendides.

Chiu, Coutinho e Gongalves (2009) utilizaram nanofiltracdo (membrana com cut-off de
200 Da) a 25 bar e 40°C, para concentrar carotendides de 6leo de palma, obtiveram rejei¢ao de

75% de [3-caroteno.
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Sessa et al. (2003) trataram extrato alcodlico (70%) de proteinas de milho utilizando
ultrafiltracdo (membrana com cut-off de 5 KDa), com o objetivo de descolorir as proteinas, as
retendo, enquanto os carotendides eram permeados. A retencdo de xantofilas (luteina e
zeaxantina) obtida foi de apenas 6%. Os autores justificaram a baixa reten¢do de carotendides
pelo menor tamanho dos mesmos, aproximadamente 530 a 570 Da, em relagdo ao cut-off da

membrana 5 KDa.

Krupa et al. (2010) verificaram 60% de reten¢do de cantaxantina parcialmente saturada
em dlcool (99%), trabalhando com membrana de nanofiltragcdo com cut-off de 250 Da. Tsui e
Cheryan (2007) também trabalharam com extrato de milho alcodlico (85%), porém para
concentrar xantofilas por nanofiltracdo (com membranas de 200 e 300 Da), e relataram 98-99%
de rejeicao para as duas membranas utilizadas, valores superiores que os encontrados no presente

trabalho.

O teor de carotendides apresentado pelas solugdes estd diretamente associado a cor das
mesmas. Na Figura 5.13 pode-se visualizar o produto inicial (alimentagdo) e os obtidos no
processo de concentragdo por membranas (permeado e concentrado), para o extrato aquoso e
alcodlico, respectivamente. Para o extrato aquoso, percebeu-se que o processo de ultrafiltracao
gerou um permeado limpido, transparente e com coloracdo amarelada, enquanto que os processos
de nanofiltracdo, um permeado sem coloracdo. Todos os concentrados obtidos mostraram-se

opacos, de cor amarela um pouco mais intensa que a da alimentacao.

Entretanto no extrato alcodlico, os processos de filtracdo geraram produtos com diferenga
de cor visualmente imperceptivel, a alimenta¢do, o permeado e o concentrado mostraram-se

brilhantes, transparentes e de cor amarela intensa.

As observagdes visualizadas na Figura 5.13 sdo confirmadas pela anélise instrumental de
cor mostrada nas Tabelas 5.11 e 5.12 que apresentam as propriedades Opticas (luminosidade L*,

a* e b*) dos produtos aquosos e alcodlicos, respectivamente.

Todos os permeados aquosos tem luminosidade intensa, com L* em torno de 90 (escala de
L* varia de O para preto a 100, para branco), e ndo apresentam tonalidades verdes ou vermelhas
(a* varia de -80, que indica cor verde, a +100, caracterizando cor vemelha), pois seus valores de

a* foram préximos de zero (entre -0,56 e -1,51). O permeado do processo de ultrafiltracdo
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apresenta cor levemente amarelada, com b* em 3,06 (b* varia de -100, caracterizando cor azul, a
+70, que caracteriza cor amarela), enquanto os permeados dos processos de nanofiltracdo

mostram-se ligeiramente azulados, com b* iguais a -1,30 e -0,98.

Extrato aquoso Extrato alcodlico

Figura 5.13. Fotografia dos produtos inicial (alimentag@o, A) e finais (permeado, P, e
concentrado, C) dos processos de concentragdo de extrato aquoso e alcodlico de pequi com as

diferentes membranas, de nanofiltracdo (1) NF 90 e (2) NF 270 e (3) ultrafiltracéo.
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Tabela 5.11. Anélise instrumental de cor pelo sistema CIELab para as amostras de permeado,

alimentacdo e concentrado dos experimentos com extrato aquoso.

Parametro
Membranas Concentrado Alimentacao Permeado
cromatico
UF 37,43 £0,49 %A 30,80 0,18 ° 91,86 2,45 °A
L* NF 90 35,51 +0,41 %8B 30,80 0,18 ° 90,80 + 0,77 <A
NF 270 35,35+0,52%8 30,80 +0,18 ° 89,40 + 0,51 ¢4
UF 223 +0,06*4 2,66+0,05° 1,51 +£0,15°¢4
a* NF 90 2,44 £0,02 %4 2,66 +0,05° 20,56 +0,05°8
NF 270 241 0,10 2,66 +0,05° 0,59 +0,03°8
UF 19,19 £ 0,45 *4 13,31 £0,25° 3,06 + 0,56 ¢4
b* NF 90 18,63 £0,77 *B 13,31 £0,25° 213040138
NF 270 17,77 £0,20 %8 13,31 £0,25° 098+0,16°8
UF 19,31 £ 0,46 *4 13,58 +0,23° 3,41 +£0,67°4
C* (croma) NF 90 18,79 +0,93** 13,58 +0,23° 1,41 +0,11°8
NF 270 17,93 £0,16 *4 13,58 £0,23° 1.15+0,13¢8
) UF -83,38+£0,37*" -78,72+041° -63,44+235°"
H* (4ngulo A N B
NF 90 82,54 +0,37° 78,72 + 0,41 66,65 +4,43 ¢
Hue) A b B
NF 270 8227 +037° 78,72 +0.41 58,51 £5,57°¢

Letras diferentes na mesma linha (letras minudsculas) indicam diferenca estatisticamente significativa entre a cor dos
produtos (concentrado, alimentacdo e permeado) (p<0.05). Letras diferentes na mesma coluna de um método (letras

maitsculas) indicam diferenga estatisticamente significativa entre a cor dos produtos (concentrado ou permeado)
(»=<0.05).

Todos os concentrados aquosos apresentaram menor luminosidade que o permeado (L*
entre 35,35 e 37,43), porém levemente maior que a da alimentagao (30,80), e cor amarela mais
intensa (b* entre 17,77 e 19,19) que a da alimentagao (13,31). Os concentrados e a alimentacao

apresentaram uma leve coloragdo verde, com o parametro a* variando de -2,23 a -2,66.

Com os parametros apresentados (a* e b*), as coordenadas cilindricas C* (croma) e H*
(angulo hue) foram calculadas e suas mudancas nos diferentes produtos aquosos obtidos estdo
mostradas nas Figuras 5.14 e 5.15, respectivamente. O angulo Hue € o atributo que normalmente

se identifica com o nome da cor como vermelho (0°), amarelo (90°), verde (180°) e azul (270°).
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O croma € a intensidade e a pureza da cor, independente do quao clara ou escura € a cor. Uma cor
com alto valor de croma parece luminosa ou concentrada, enquanto uma cor de baixo croma

parece palida, acizentada ou diluida.

Os concentrados aquosos (com angulo Hue entre -82,3° e -83,4°) ndo diferiram
estatisticamente (p < 0.05) e apresentaram-se mais amarelos que a alimentacdo (-78,7°),
concordando com o aumento da concentracdo de carotendides no concentrado. O permeado da
ultrafiltracdo apresentou angulo Hue de -63,4°, sendo menos amarelado que a alimentagio,
devido a baixa concentracdo de carotendides. Por sua vez, os permeados da nanofiltracdo
apresentaram H* entre 66,6° e 58,5°, mostrando-se ligeiramente azulados, por causa da auséncia

de carotendides.

Os valores de croma dos concentrados aquosos ndo diferiram estatisticamente e
mostraram-se mais intensos (entre 17,9 e 19,3) que o da alimentacdo (13,6). O valor de C* do
permeado da ultrafiltracdo foi de 3,4, sendo mais diluido, e o da nanofiltracio, por sua vez, ainda

mais diluido, com valores de C* entre 1,1 e 1,4.

O Apéndice B apresenta os padrdes de coloracdo das amostras obtidas nos diferentes
processos de concentracdo, ultra e nanofiltracdo. Os padrdes, feitos no software Adobe
Photophop 7.0.1® através dos valores de L*, a* e b* obtidos no colorimetro, representam a

coloragdo composta pela média dos valores lidos na amostra e tém carater apenas ilustrativo.

O aumento da luminosidade e a coloracdo levemente amarela e verde apresentada pelo
permeado obtido na ultrafiltracdo foi observado por Ushikubo (2006), Silva (2010) e Laorko et
al. (2010), durante a filtragcdo de polpa de umbu diluida, polpa de mamio e suco de abacaxi,
respectivamente. Além disso, Ushikubo (2006) e Silva (2010) relataram um concentrado com

menor luminosidade que a da alimentagdo, cor amarela mais intensa e uma leve coloracao verde.

Ongaratto (2009) concentrou suco de pitanga por ultrafiltracdo; os concentrados obtidos
apresentaram cor alaranjada tendendo ao amarelo (45 < H* < 60) e saturacdo (C*) em torno de
30, enquanto os permeados, mostraram-se claros (L* superior a 93), com cor no quadrante do

amarelo tendendo ao vermelho (83 < H* < 90) e diluidos com valores de C* entre 9 e 13.

Mello (2008) ndo realizou andlise instrumental de cor, porém pela fotografia apresentada

em seu trabalho de concentra¢do de extrato de prépolis por nanofiltracdo, pode-se notar que o

73



Resultados e Discussdo

processo gerou um permeado limpido, transparente e sem coloragdo, como o observado no

presente trabalho.

90° (amarelo)

0 Concentrado UF
0 Concentrado MF 90

O Concentrado NF 270
180" (verde) 0° (vermelho) 0 Alimentacio

0O Permeadao UF
Permeado NF 90

Permeado NF 270

270" (azul)

Figura 5.14. Representag¢do do angulo Hue dos diferentes produtos aquosos obtidos no processo

de concentragdo, alimentacdo, concentrado e permeado.

20

15 1 H Permeado

M Allmentagdo

C*{Croma)

E Concentrado

U= NFSQ NF=270

Figura 5.15. Representa¢do do C* (croma) dos diferentes produtos aquosos obtidos no processo

de concentragdo, alimentacdo, concentrado e permeado.

A andlise instrumental de cor para as solucdes alcodlicas estd apresentada na Tabela 5.12.
Os permeados apresentaram luminosidade intensa, com L* entre 93,06 e 97, ndo apresentaram
tonalidades verdes ou vermelhas, pois os valores de a* obtidos foram préximos de zero (entre -
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0,66 a -0,76), e mostraram cor amarelada, com b* variando entre 8,15 ¢ 9,78.

Tabela 5.12. Andlise instrumental de cor pelo sistema CIELab para as amostras de permeado,

alimentacdo e concentrado dos experimentos com extrato alcodlico.

Para
arametro Membranas Concentrado Alimentacao Permeado
cromatico
UF 93,51 + 1,514 90,15 + 0,47 *A 96,96 + 0,71 °A
L* NF 90 89,76 + 0,75 *4 87,97 +0,38 °B 93,06 + 0,00 B
NF 270 91,28 + 0,34 *4 90,15 + 0,47 *4A 97,20 + 0,37 °~
UF 0,44 +0,13 %4 0,29 +0,25°A 0,76 £0,14 A
a*® NF 90 0,14 +£0,10%AB 0,54 +0,07°8 032+0,10%°8
NF 270 0,01 + 0,068 0,29 + 0,25 *A 20,69 + 0,05 °4
UF 1323 £0,22 %4 11,74 + 0,06 4 9,78 0,74 °A
b* NF 90 10,79 £ 0,65 *8 1023 £0,25 %8 8,15+0,37°4
NF 270 13,02 + 0,25 *A 11,74 + 0,06 *4 9,20 +0,32°4
UF 13,24 £ 0,22 *4 11,74 £ 0,07 2°4 9,78 + 0,74 °A
C* (croma) NF 90 10,79 £ 0,65 *8 1024 £0,25 %8 8,15+0,37°4
NF 270 13,02 £0,25*4 11,74 £ 0,07 *4 9,22 +0,31°4
UF 88,10 £ 0,26 *4 88,61 + 1,204 -85,78 £0,55 °4
H* (4ngulo Hue) NF 90 8924 +£0,56**  -86,98+0732°%8 -87.73 +0,80 **
NF 270 89,56 + 0,26 *B 88,61 1,204 85,73 +£0,41°4

Letras diferentes na mesma linha (letras mindsculas) indicam diferenga estatisticamente significativa entre a cor dos
produtos (concentrado, alimentac¢do e permeado) (p<0.05). Letras diferentes na mesma coluna de um método (letras
maitsculas) indicam diferenca estatisticamente significativa entre a cor dos produtos (concentrado ou permeado)

(p<0.05).

A luminosidade dos concentrados obtidos dos processos de UF e NF 270 e sua

alimentacdo ndo diferiram significativamente (p < 0,05) (com L* entre 89,76 e 93,51) e

apresentaram menores valores que o permeado. O concentrado da NF 90 (com L* de 89,76)

diferiu significativamente (p < 0,05) da alimentagdo (de L* igual a 87,97) e ambos apresentaram

valores menores que o permeado.

Os concentrados e alimentacdo ndo apresentaram tonalidades verdes ou vermelhas, tendo
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valores de a* variando entre -0,56 e 0,01. Os mesmos ndo diferiram significativamente (p <

0,05), possuindo cor amarela (b* entre 10,23 e 13,23) mais intensa que os permeados.

Com os parametros apresentados (a* e b*), as coordenadas cilindricas C* (croma) e H*

(angulo hue) foram calculadas e suas mudangas nos diferentes produtos alcodlicos obtidos estio

mostradas nas Figuras 5.16 e 5.17, respectivamente.

90° {amarelo)

4D
fa} O Concentrado UF

O Concentrado NF 90
O Concentrado NF 270
O Alimentacso

O Alimentacdo (NF 90)

0° (vermelho)

180° (verde)
© Permeado UF

© Permeado NF 20

Permeado NF 270

270" (azul)

Figura 5.16. Representacdo do angulo Hue dos diferentes produtos alcodlicos obtidos no

processo de concentracdo, alimentagdo, concentrado e permeado.

14 -

M Permeado

i Alimentaggo

C* {Croma)

H Concentrado

UF NF 30 NF 270

Figura 5.17. Representacdo do C* (croma) dos diferentes produtos alco6licos obtidos no

processo de concentracdo, alimentagdo, concentrado e permeado.
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Os concentrados alcodlicos (com angulo Hue entre -89,24° e 89,56°) ndo diferiram entre
si e ndo diferiram estatisticamente da alimentacdo (com angulo Hue de -86,61° e 88,61°). Os
permeados também ndo diferiram entre si, porém os obtidos dos processos de UF e NF 270
apresentaram angulos Hue negativos, diferindo significativamente da alimentacdo e o
concentrado, que mostraram angulos Hue positivo. O permeado da NF 90 ndo diferiu da
alimentacdo e do concentrado. Estes resultados concordam com a baixa concentracdo de

carotendides obtida nos processos.

Os valores de croma dos concentrados alcodlicos obtidos nido diferiram estatisticamente
da alimentacdo, e mostraram-se mais intensos (entre 10,24 e 13,24) que os permeados (8,15 e

9,78).

O Apéndice B apresenta os padrdes de coloracdo das amostras obtidas nos diferentes
processos de concentracdo, ultra e nanofiltracdo. Os padrdes, feitos no software Adobe
Photophop 7.0.1® através dos valores de L*, a* e b* obtidos no colorimetro, representam a

coloragcdo composta pela média dos valores lidos na amostra e tém carater apenas ilustrativo.

Em relacdo aos compostos fendlicos (Tabela 5.13), para extrato aquoso, as membranas de
nanofiltracdo apresentaram boa rejeicao, 93,20 (NF 270) e 97,06% (NF 90), sendo mais eficientes
para concentracdo do extrato aquoso de pequi que a membrana de ultrafiltracdo, que apresentou
apenas 65,45% de rejeicao aos polifendis. Estes sdo compostos organicos com massa molecular
entre 200 e 220 Da. Como as membranas de ultrafiltracdo e nanofiltracdo possuem cut-off
(MWCO) especificado em 100 KDa e 200-300 Da, respectivamente, era esperado que apenas

estas ultimas os rejeitariam, o que foi o observado no extrato aquoso.

Além disso, as membranas NF 90 e NF 270 possuem diametro médio de poro de 0,68 e
0,84 nm, respectivamente (NGHIEM; HAWKES, 2007), o que explica a maior retencdo dos

compostos observada pela NF 90.

Mello (2008), trabalhando com concentracdo de extrato aquoso de prépolis, alcancou
aproximadamente 56 e 84% de retencdo de polifendis por ultrafiltragdao e nanofiltragdo (com a

membrana NF 90), respectivamente.
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Tabela 5.13. Teor de compostos fendlicos (g de acido gélico/ml de extrato) para as amostras de

permeado, alimentagdo e concentrado dos experimentos com extrato aquoso e alcodlico.

Teor de compostos fendlicos

Membranas UF NF 90 NF 270

Concentrado 292,49 +2.90 338,40 + 6,93 319,09 + 2,34

E Alimentacio 21638 +1.42 21638+142 21638+ 142
xtrato

Aquoso Permeado 74,76 1,13 6.29 + 0,10 14,53 £ 0,77

% rejeicio 6545+0,52°  97.06+005° 9320+0,36°

Concentrado 168,24 +0,73  263,09+226 189.89 + 0,56

E Alimentacio 166,02 +3,62 243,04 +455 166,02 + 3,62
xtrato

Aleodlico Permeado 15691 +097 20670+ 145 15132+ 1,13

% rejeicio 549+058" 1495+0,60° 8.85+0,68¢

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre a % de rejei¢do de compostos
fendlicos (p<0.05).

Conidi, Cassano e Drioli (2011) concentraram suco de bergamota (Citrus Bergamia Risso)
e obtiveram 2 e 84 % de reten¢do de compostos fendlicos por ultra e nanofiltracdo (membrana

com cut-off de 100 KDa e 450 Da), respectivamente.

Cassano, Conidi e Drioli (2010), Onsekizoglua, Bahcecib e Acar (2010) e Laorko et al.
(2010) utilizaram ultrafiltracdo (membranas com cut-off de 200 a 10 KDa) para clarificacdo de
suco de figo da india, maca e abacaxi, respectivamente e obtiveram coeficiente de retencdo de

compostos fendlicos entre 4 e 28 %.

Comparando o presente estudo com os trabalhados citados, o processo de ultrafiltracao,
para o extrato aquoso, apresentou superiores resultados para rejeicao de polifendis (65%). Como
ja citado, as particulas presentes na alimenta¢do podem ter causado interagdes soluto-membrana,
concentracdo da polarizacdo e inscrustagdes, formando de uma barreira secunddria, que agiu
como uma membrana e impediu a passagem de outras moléculas, o que aumentou a rejeicao de

solutos permedveis, como os polifendis. Outro fato reportado por Laorko et al (2010) que pode
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ter ocorrido no presente trabalho € os polifendis terem se associado a outros solutos da solugdo,
tornando-se particulas maiores que ficaram retidas na camada filtrante da membrana, tendo,

assim, alta rejeicao.

Para o extrato alcodlico, todas as membranas apresentaram baixa rejei¢do aos polifendis
(5,49 a 14,95%). Comparando os coeficientes de rejeicdo obtidos neste extrato para o0s
carotendides (1,8 a 9,81%) e os compostos fendlicos (5,49 a 14,95%) e considerando que a
seletividade de cada membrana estd relacionada com o tamanho das particulas retidas e o
tamanho do poro da mesma, os resultados de retencdo destes compostos apresentaram-se
invertidos. Os carotendides, que possuem maior massa molecular e sdo maiores que os poros das
membranas de nanofiltracdo, deveriam apresentar maiores rejeicoes que os polifendis. Este fato
indica mais uma vez que além do tamanho dos compostos e do poro da membrana, outros fatores

governam a rejeicdo dos compostos organicos através da camada filtrante da membrana.

Estes compostos podem ter sido arrastados pelo solvente (dlcool) que possuiu maior
permeabilidade em todas as membranas, como citado anteriormente. O fendmeno de polarizacdao
e incrustacdes que possivelmente reduziram o fluxo, o igualando ao fluxo de extrato aquoso, nao

foram suficientes para aumentar a rejeicao dos compostos.

Mello (2008) obteve aproximadamente 1% de retencdo de compostos fendlicos
concentrando extrato de propolis alcodlico (80%) por ultrafiltragdo, ao passo que filtrando o
mesmo extrato por nanofiltracdo, com a membrana NF 90, obteve 53% de reten¢do de polifendis.
Tylkowski et al. (2010a) também analisaram a concentracdo de extrato de prépolis alcodlico
(70%) por nanofiltragdo, com membranas de cut-off de 200 and 220 Da, e obtiveram 95 e 88% de
retencdo de compostos fendlicos, com as respectivas membranas. Utilizando nanofiltragdao (com
mesma membrana do trabalho anteriormente citado com cut-off de 200 Da), Tylkowski et al.
(2010b) e Peshev et al. (2010) concentraram polifendis de extratos alcodlicos (99%) de Sideritis

ssp. L. e de alecrim, respectivamente, e obtiveram rejeicao destes compostos em torno de 99%.

Nghiem e Hawkes (2007) estudaram a retencdo de compostos ativos farmacéuticos
(sulfametoxazol, carbamazepina, ibuprofeno) em metanol com as membranas NF 90 e NF 270.
Relataram que a NF 90 apresentou elevada rejeicao (aproximadamente 99%) destes compostos
em todos os pH testados (4 a 10); ja a rejeicdo da membrana NF 270 variou com os compostos e

os pH trabalhados. Para o sulfametoxazol apresentou rejeicdo de aproximadamente 30% em pH 4
79



Resultados e Discussdo

e 99% em pH 10, para o ibuprofeno a rejeicdo variou de 90 a 99%, e para a carbamazepina a

rejeicdo se manteve constante, proxima a 80%, na mesma faixa de pH (4 — 10).

Nwuha (2000) estudou seis diferentes membranas de nanofiltracdo para concentrar
extratos de chd verde, em diferentes concentracdes de dlcool (10, 20, 50 e 80%). Foi verificado
que, para todas as membranas, as maiores rejeicdes de polifendis (entre 78 e 96%) se deram nos
extratos com 10% de édlcool. Em apenas uma das membranas foi verificado 82% de retencao de
polifendis com o extrato contendo 80% de dlcool; nas demais membranas a reten¢do variou de 25

a 58% de polifendis para 0 mesmo extrato.

Como se pode notar existe uma grande variacdo entre os valores de retencdo de
carotendides e polifendis nos trabalhos citados. Esses valores mudam com a alimentacdo e a
membrana utilizada, pois como ja citado anteriormente, o mecanismo de transporte dos
compostos organicos através da camada filtrante da membrana vai além do tamanho dos
compostos e poros da mesma. Esse pode ser modificado de acordo com propriedades fisico-
quimicas dos solutos e solventes, tipo e material da membrana, polarizacdo da concentracio e
interacdo eletrostitica da superficie e dos poros da membrana com o solvente e solutos da
solucdo. Estas propriedades podem determinar o transporte do solvente em um certo sistema e
afetar a rejei¢do da membrana (CHILDRESS; ELIMELECH, 1996; CHILDRESS; ELIMELECH,
2000; NGHIEM; HAWKES, 2007).

Deste modo, para o extrato aquoso, pode-se atribuir a retengdo dos compostos em grande
parte pela exclusao por tamanho de particulas e poros das membranas. Porém para o extrato
alcodlico, a reten¢do ndo ocorreu, evidenciando uma interacdo entre as membranas, solvente e
solutos da alimentacdo. Como ja citado no item 5.3.3, had duas hipdteses que podem explicar este
fato: o efeito de plastificacdo da membrana e/ou uma interacdo eletrostatica, pois as solugdes de
alimentacdo podem interagir diferentemente com a membrana, alterando o transporte de solvente

e compostos através de sua camada filtrante.

Como a concentracdo por processo de separacdo por membrana dos compostos bioativos
do extrato alcodlico de pequi ndo foi eficiente, ndo foi realizada a atividade antioxidante dos
produtos obtidos nestes processos. Entretanto, para o extrato aquoso, a avaliacdo da capacidade

antioxidante foi realizada e os resultados encontram-se na Tabela 5.14.
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Tabela 5.14. Atividades antioxidantes, avaliadas pelo método FRAP e DPPH, para as amostras de

permeado, alimentacdo e concentrado dos experimentos com extrato aquoso

Membranas UF NF 90 NF 270

DPPH (% de inibicao)

Concentrado 2453 £0,20** 2948 +0,66*B 26,25 +0,87 €
Alimentaciio 23,03 +0,36° 23,03+0,36° 23,03 +0,36 "
Permeado 744 +0,83 <A 3,07+0,19¢8 4,02 +0,20°€

FRAP (mM de sulfato ferroso/ml de extrato)

Concentrado 3,16 £ 0,070 4 3,71 £ 0,050 *B 3,47 £ 0,057 *€
Alimentaciio 2,62 0,007 ° 2,62 0,007 " 2,62 0,007 °
Permeado 1,42 £ 0,006 <A 0,54 0,013 ¢B 0,73 £ 0,005 €€

Letras diferentes na mesma linha (letras maidsculas) indicam diferenga estatisticamente significativa entre a
atividade antioxidante dos produtos (concentrado ou permeado) (p<0.05). Letras diferentes na mesma coluna de um
método (letras mindsculas) indicam diferenca estatisticamente significativa entre a atividade antioxidante dos
produtos (concentrado, alimentacdo e permeado) (p<0.05).

A diferenca entre os valores de capacidade antioxidante obtidos pelos métodos FRAP e
DPPH pode ser associada aos diferentes mecanismos de reagdo envolvidos, como ja citado

anteriormente, na se¢ao 5.2.

Na Tabela 5.14, pode-se observar que foi detectada baixa atividade antioxidante em todos
os permeados obtidos (3,07 a 7,44 % de inibicao no método DPPH e 0,54 a 1,42 mM de sulfato
ferroso/ml pelo método FRAP). Os permeados dos processos de nanofiltragdo apresentaram
valores menores de capacidade antioxidante que os de ultrafiltracdo, devido a maior passagem de
compostos fendlicos e carotendides por esta ultima membrana. Os concentrados obtidos
apresentaram maior atividade antioxidante (24,53 a 29,48 % de inibi¢ao no método DPPH e 3,16
a 3,71 mM de sulfato ferroso/ml pelo método FRAP) que a alimentagdo (23,03 % de inibi¢dao no
método DPPH e 2,62 mM de sulfato ferroso/ml pelo método FRAP), conseqiiéncia da maior
concentracdo obtida de carotendides e polifendis. Os concentrados obtidos pela nanofiltracdo

apresentaram valores maiores que os obtidos pela ultrafiltragdo, pois, como ja foi citado, as
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membranas de nanofiltracdo retiveram mais compostos fendlicos e carotendides.

Mais uma vez, a membrana NF 90 mostrou ser a mais eficiente para concentrar os
compostos bioativos, uma vez que seu concentrado apresentou maior capacidade antioxidante em

relac@o aos outros processos realizados.

Peshev et al. (2010) concentraram extrato de alecrim por nanofiltracdo, utilizando fator de
concentracdo igual a 3 e alimentacdo com atividade antioxidante de 7% de inibi¢do, pelo método
DPPH, e obtiveram um concentrado com 19% e permeado 0,5% de inibicdo. A diferenca da
porcentagem de inibi¢do do concentrado e da alimentacdo (de 7 para 19%) foi bem maior que a
do presente trabalho (de 23 para 29,5%), o que é explicado pelo maior fator de concentracao

utilizado pelos autores (3) enquanto a do presente trabalho foi 1,5.

Tylkowski et al. (2010b) concentraram extrato de Sideritis ssp. L. por nanofiltracido e
relataram que o seqiiestro de radicais livres DPPH aumentou de 84% nos extratos para 99% nos

concentrados obtidos.

Vincze, Banyai-Stefanovits e Vatai (2007) trabalharam com nanofiltracao de suco da fruta
de espinheiro-marinho (Hippophae rhamnoides L.). Analisados pelo método FRAP, o suco
inicial, o concentrado e o permeado apresentaram capacidade antioxidante de cerca de 12,0, 19,0

e 4,0 UM de 4cido ascérbico/ml, respectivamente.

Laorko et al. (2010) clarificaram suco de abacaxi por ultrafiltracio (com membrana de
cut-off de 100 KDa), tendo como produto de interesse o permeado. As atividades antioxidante
apresentadas na alimentacdo e no permeado foram cerca de 26,0 e 24,0 mg 4cido ascérbico/100
ml, respectivamente, obtendo boa permeac¢do de compostos com atividade antioxidante. No
presente trabalho, a capacidade antioxidante apresentada pelo permeado de ultrafiltracao (7,44 %
de inibicdo no método DPPH e 1,42 mM de sulfato ferroso/ml pelo método FRAP) foi bem
menor que a atividade da alimentagdo (23,03 % de inibicdo no método DPPH e 2,62 mM de
sulfato ferroso/ml pelo método FRAP), confirmando que neste trabalho a membrana de

ultrafiltracdo apresentou boa retenc@o de compostos bioativos, como citado anteriormente.
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5.3.1.4. Caracterizacao do melhor extrato concentrado

Para a escolha do melhor processo de concentracao por membranas foram considerados os
coeficientes de retencdo dos compostos e a atividade antioxidante apresentada pelos
concentrados. O fluxo de permeado dos processos ndo foi considerado, uma vez que nao houve

diferencga significativa entre os mesmos.

Deste modo, a membrana de nanofiltracio NF 90 mostrou-se mais eficiente em reter
carotendides (100%) e polifendis (97%) na solugdo aquosa e seu concentrado apresentou maior
capacidade antioxidante. Portanto, a caracteriza¢do de seus produtos, alimentagcdo, concentrado e

permeado, foi realizada e estd apresentada na Tabela 5.15.

Porém, a concentracdo do extrato alcodlico de pequi por processo de separacdo por
membranas nao foi vidvel, assim, foi realizada somente a caracterizagao da alimentacdo, que esta

apresentada na Tabela 5.16.

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica do extrato alcodlico e do extrato aquoso
(alimentagdo) foram préximos. O extrato alcodlico apresentou umidade maior que o aquoso
(alimentagdo). O concentrado aquoso apresentou menor umidade que a alimentagdo, que por sua

vez, apresentou menor umidade que o permeado.

Tabela 5.15. Composi¢ao fisico-quimica centesimal obtida para os produtos da concentragio pela

membrana NF 90.

Analises Concentrado Alimentacio Permeado
Umidade (%) 97,92 +0,01* 98,55+0,03° 99,97 £ 0,00 ©
pH 5,53+0,02° 5,94 +0,03° 6,86 +0,03
Acidez (g) 0,03+0,01° 0,02+0,01° n.d.
°Brix 3+£0,01° 2,3+0,01° 0,4+0,01°
Proteinas (%) 0,59 +0,07 * 0,45 +0,06 b n.d.
Lipidios (%) 0,30 £0,02* 0,23+0,04* n.d.
Vitamina C (mg) 371+0,13*  3,57+0,13° 235+029°

n.d. = ndo dectado, abaixo do limite de detec¢do do método
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa entre as amostras de
permeado, alimentacio e concentrado (p < 0,05).
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Tabela 5.16. Composicdo fisico-quimica centesimal obtida para o extrato alcodlico.

Analises Extrato alcoélico
Umidade 98,91 + 0,01
pH 5,53 +0,03
Acidez (g) 0,03 +£0,01
Proteinas (%) 0,47 +0,02
Lipidios (%) 0,28 + 0,01
Vit C (mg) 3,60 +£0,02

O pH do extrato alcodlico apresentou-se abaixo e a acidez tituldvel um pouco acima dos
do extrato aquoso (alimentagdo). Percebe-se que as solug¢des aquosas (alimentacdo, concentrado e
permeado) apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) quanto ao pH, tendo o permeado pH
proximo ao neutro. As solugdes de alimentacdo e concentrado ndo diferiram significativamente (p
< 0,05) com relacdo a acidez, cujo valor inicial foi, em média, 0,02 g de 4cido citrico/ 100g. No
permeado nao foi possivel verificar o valor de acidez, pois estava abaixo do limite de deteccdo do
método. Esses resultados indicam que no processo de nanofiltracdo do extrato aquoso de pequi
ocorreu uma concentragdo de ions de hidrogénio, sem alterar a concentracdo de 4cidos ndo-

dissociados.

Cissé et al. (2011) e Conidi, Cassano e Drioli (2011), concentrando por nanofiltracio
extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa L. (chamado por vinagreira, caruru-azedo ou quiabo-roxo)
e suco de bergamota, respectivamente, obtiveram valores muito préoximos de pH (2,30 e 2,27 ; 7,8
e 8,0) e acidez titulavel (184,0 e 189,0 ; 41,6 e 40,0) para alimentacao e o concentrado, do extrato

e do suco, respectivamente.

Quanto a concentracao de sélidos soliveis, houve diferenga significativa (p < 0,05) entre a
alimentacdo, o permeado e o concentrado. O teor de sélidos soldveis, inicialmente a 2,3 °Brix,
aumentou no concentrado (3 °Brix), e diminuiu no permeado (0,4 °Brix), representando reducao

de aproximadamente 80% sobre o valor inicial.

No permeado nao foi possivel verificar a presenca de lipidios e proteinas, pois estava
abaixo do limite de detec¢do do método. As solugdes de alimentac@o e concentrado nao diferiram
significativamente (p < 0,05) com relacdo ao valor de lipidios encontrados e diferiram em relacdo

ao teor de proteinas. A quantidade de lipidios e proteinas encontrada na alimentagdo, no
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concentrado e no extrato alcodlico foi muito baixa, menor que 0,6%, mostrando assim, que a
centrifugacdo e filtracdo da alimentacdo no preparo dos extratos foram eficientes para retirada

destes constituintes.

A concentracdo de vitamina C no extrato alcodlico e no extrato aquoso foi muito préxima.
Além disso, no concentrado aquoso e na alimentagdo, esta concentracao ndo apresentou diferenca
significativa. A reten¢do deste componente pela membrana de nanofiltracdo foi de apenas 34,2%.
Esta baixa retenc¢do de vitamina C deve-se a massa molecular do 4cido ascorbico, cerca de 180
Da, que € menor que o cut-off (MWCO) da membrana, especificado em 200-300 Da. Assim, ja
era esperado que compostos com massa molecular menor de 200 Da fossem permeados pela

mesma.

Conidi, Cassano e Drioli (2011) obtiveram cerca de 7% de retencdo de vitamina C. Além
disso, Cissé et al. (2011) encontraram valores muito proximo para o conteido de vitamina C na

alimentacdo e concentrado (10,0 e 9,2, respectivamente).

5.3.3. Ensaio adicional

De acordo com os resultados obtidos, a concentracdo por processo de separagdo por
membranas de compostos bioativos de extrato de pequi alcodlico (95%) foi ineficiente e a
concentracdo do extrato aquoso altamente vidvel. Isso sugere que o uso de concentragdes
menores de dlcool no extrato poderia resultar em produtos com maior retengao dos compostos.
Dessa forma, realizou-se ensaio com extrato alcodlico a 70%, nas mesmas condi¢des de
temperatura e pressdo, 25°C a 8 bar, com a membrana que apresentou a melhor retencdo de

carotendides e fendis nos ensaios anteriores, a membrana de nanofiltragcdo NF 90.

Para a obtencdo do extrato alcodlico a 70%, o extrato a 95% foi diluido com dgua
destilada com o auxilio de um alcodmetro. O fluxo do processo de nanofiltragao foi monitorado e
medido conforme o item 4.2.2.3a, nos produtos obtidos pelo processo (alimentacdo, concentrado
e permeado) foram determinados o conteido de carotendides e compostos fendlicos, segundo as
metodologias descritas nos itens 4.2.3.2a e 4.2.3.2b. O ensaio foi realizado em duplicata e as

andlises em triplicata. Os resultados desses ensaios estdo apresentados na Tabela 5.17.
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O fluxo médio de permeado da nanofiltracdo foi 1,36 + 0,30 L/h.mz, tendo as curvas para
calculo destes coeficientes de correlagdo linear maiores que 0,98. O fluxo obtido foi muito
inferior aos apresentados anteriormente, tanto para o extrato aquoso, quanto para o alcodlico
95%, em torno de 8 L/h.m>. Por este motivo, foi realizada também a medida da viscosidade das

solucdes, conforme o item 4.2.3.2¢, e estd apresentada na Tabela 5.17.

A viscosidade das solugdes sofreu pouca alteragdo com o processo por membrana, apenas
a viscosidade do concentrado teve um leve aumento. Comparando as viscosidades obtidas para o
extrato aquoso, cerca de 1,00 mPa.s, e para o alcodlico 95%, 1,50 Pa.s, o extrato alcodlico 70%

apresentou a maior viscosidade, o que pode ter influenciado em seu fluxo.

Tabela 5.17. Teor de carotendides (ug de B-caroteno /ml de extrato), fendis totais (g de dcido
gdlico/ml de extrato) e viscosidade (mPa.s) para as amostras de permeado, alimentacao e

concentrado dos experimentos com extrato alcodlico (70%).

Concentrado  Alimentacao Permeado % rejeicao

Teor de

L 5,10 £ 0,09 4,09 +£0,14 0,36 0,02 91,16 £ 0,80
carotenoides

Teor de fenois

. 217,19 +2,46 204,99 + 1,81 74,42 + 0,68 63,70 +0,48
totais

Viscosidade 2,00 = 0,00 1,90 + 0,00 1,90 + 0,00

Conforme a Tabela 5.17, houve boa rejeicao aos carotendides pela membrana, 91,16 %, e
ainda baixa retencdo para polifendis, 63,70%. Estes resultados foram superiores aos encontrados
com o extrato alcodlico a 95% de élcool, que apresentou coeficiente de retencdao de 9,81% e
14,95% para carotendides e polifendis, respectivamente. Este fato evidencia mais uma vez que a
membrana possui comportamento distinto, variando com a concentracdo de 4lcool, e
apresentando melhor comportamento em &4gua. Assim, um estudo mais aprofundado sobre a
interagdo entre as solugdes de alimentagdo e as membranas, a resisténcia ao escoamento oferecida

pelas membranas e polarizagdo da concentragdo e incrustacdo formados € necessdrio para se

compreender melhor a rejei¢cao observada dos compostos em relagdo as membranas e as solucoes.
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos, este trabalho apresenta as seguintes conclusdes:

* Os extratos aquoso e alcodlico de pequi apresentaram elevado teor de compostos
fendlicos e carotendides. O conteido dos compostos extraidos variou em resposta a

utilizacdo de diferentes solventes, temperatura e tempo de extragao.

* Para todas as temperaturas os extratos aquosos apresentaram maior teor de compostos
fendlicos em 1 h de extracdo, sendo que a 25 °C foi encontrada maior concentracao destes
compostos. J& para os carotendides, as extragdes a 25 °C e 40 °C por 1 h foram as

melhores.

*  Nos extratos alcodlicos, para todas as temperaturas, com o aumento do tempo, eleva-se a
concentracdo de compostos fendlicos, sendo esta maior em 40 °C. J4 a composicao de

carotenoides foi maior a 25 °Cem 20 min e 1 h.

* As condi¢Oes que proporcionaram maior extracdo dos compostos funcionais foram: 25 °C
por 1 h de extracdo aquosa e 40 °C por 24 h de extracdo alcodlica, com uma re-extragdo

nas mesmas condigdes.

* O extrato alcodlico proporcionou maior extracdo de carotendides que o extrato aquoso,
que por sua vez, extraiu maior quantidade de polifendis e apresentou maior capacidade

antioxidante.

* O processo de separacdo por membranas para concentragdo dos extratos alcodlicos (95%
de dlcool) ndo foi vidvel, uma vez que a reten¢do obtida para os compostos de interesse
ndo ultrapassou 15%; os carotendides e os polifendis foram permeados pela camada

filtrante da membrana juntamente com o solvente.

* O processo de concentracdo por nanofiltracdo (NF 90) do extrato alcodlico a 70% obteve

retengdo de 91% e 64% para carotendides e polifendis, respectivamente.

*  Para o extrato aquoso de pequi, o processo de nanofiltracdo utilizando a membrana NF 90
mostrou ser uma excelente alternativa para concentragdo dos compostos bioativos, pois,

além do bom fluxo de permeado obtido, pode-se considerar que o processo nao
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apresentou perdas de carotendides e compostos fendlicos para o permeado, tendo 100% e

97% de retencao destes compostos, respectivamente.

No processo de ultrafiltracdo, a retencdo de carotendides foi excelente (98%), porém
houve perda dos compostos fendlicos (65%) do extrato aquoso. Particulas depositadas na
superficie e nos poros da membrana impediram a passagem de pequenas moléculas,

aumentando a rejeicao.

A concentrag¢do por nanofiltracdo preservou a alta atividade antioxidante do extrato, que
pode ser utilizado como fonte concentrada de compostos biologicamente ativos. O
seqiiestro de radicais livres DPPH aumentou de 23% nos extratos para 29,5% nos
concentrados obtidos. E a capacidade antioxidante, analisada pelo método FRAP,

aumentou de 2,62 para 3,71 mg de equivalente de sulfato ferroso/ml.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar esta extracdo dos compostos fendlicos e carotendides nos diferentes tempos e

temperatura avaliando os compostos de degradagcao formados durante o processo.

Realizar as extracOes hidroalcodlicas de pequi, variando a porcentagem do dlcool na
solucdo, a fim de se verificar a melhor concentracdo para extragao de carotendides e
polifendis. De forma que esta concentracdo também apresente boa retencdo dos

compostos quando tratada por membranas.

Avaliar o efeito de outras varidveis de processo, como razao fruta/solvente, nimero de re-
extracOes e alteracdo de pH, possibilitando resultar em produtos com melhor

aproveitamento dos compostos funcionais do pequi.

Avaliar o efeito do processo de extracdo dos compostos biologicamente ativos do pequi
utilizando o permeado do processo de concentracdo por membranas como solvente

extrator, ndo obtendo desta forma qualquer tipo de residuo.

Processar as solucdes aquosas de pequi em unidade de filtragdo tangencial em escala
piloto, resultando em um aumento do fluxo e do fator de concentracdo do processo e

comprovando a viabilidade do mesmo.
Estudar a estabilidade dos carotendides e compostos fendlicos nos extratos obtidos.
Estudar a interac@o ocorrida entre as membranas e as solucdes de alimentagao.

Calcular a resisténcia ao escoamento oferecida pela membrana e polarizagdo da

concentracdo e incrustagao ocorridos.

Aplicar o extrato de pequi produzido como ingrediente em alimentos (iogurtes, bolos,
bebidas, sorvete) e avaliar a estabilidade e a biodisponibilidade dos carotendides e

compostos fendlicos nestes produtos.
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Apéndice A

APENDICE A

CURVAS DE FLUXO DE PERMEADO versus TEMPO PARA AGUA E

ALCOOL 95%

Curvas de fluxo de permeado versus tempo para a dgua e dlcool 95% utilizando a membrana
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Curvas de fluxo de permeado versus tempo para a dgua e dlcool 95% utilizando a membrana

NF 270
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Apéndice B

APENDICE B

PADROES DE COLORACAO

Padrées para fracdes de pequi, polpa, améndoa e endocarpo espinhoso.

Polpa Améndoa Endocarpo espinhoso

Padroes para extratos aquosos tratados por membranas.

Membranas Concentrado Alimentacao Permeado

UF

NF 90

NF 270

* a transparéncia ndo foi considerada para formar esses padrdes
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Padraes para extratos alcodlicos tratados por membranas.

Membranas Concentrado Alimentacio Permeado

UF

NF 90

NF 270

* a transparéncia nio foi considerada para formar esses padroes
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