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RESUMO — O mirtilo € uma fruta rica em antioxidantes, com conteudo elevado de
polifenois na casca e na polpa. Visando a concentracéo destes compostos, foi avaliado o
desempenho de membranas de ultrafiltracdo (100 kDa) e nanofiltracdo (1 kDa), em
diferentes condicdes de pressdo e fator de concentragdo, comparando trés diferentes
alimentages: suco concentrado de mirtilo (65° Brix), residuo de mirtilo e extrato obtido
utilizando CO, supercritico. O residuo de mirtilo apresentou maiores retencdes de
antioxidantes, compostos fendlicos e antocianinas. Para a analise de antioxidantes, o
retentado apresentou o dobro da alimentacdo (83 + 1,4 e 41 + 0,0 umol TE/qg). Ja para
os fenolicos, o retido apresentou valor de 10,0 £ 0,7 e a alimentacédo de 5,9 £ 0,4 (acido
galico (mg/g)). As antocianinas apresentaram maior retencao, sendo a alimentacdo com
4,7 £ 0,1 e o retentado 30,3 = 2,0 (mg antocianinas/100g). Para as trés analises
realizadas, a concentracdo no permeado foi zero.

1. INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) é uma pequena fruta nativa da Ameérica do Norte, onde é
denominada “blueberry”. No Brasil sua cultura ainda é recente e pouco conhecida, porém as
pesquisas com esta fruta ttm se intensificado (Raseira et al, 2004). Do grupo das pequenas frutas
gue abrange, entre outras, as culturas de morango, framboesa, mirtilo e amora preta, o mirtilo é
classificado como a fruta fresca mais rica em antioxidantes, tendo um conteddo elevado de
polifenois tanto na casca quanto na polpa. Sua disponibilidade, versatilidade, e variedade de
formas durante quase todo o ano permitem que o0 mirtilo seja incorporado em uma ampla
variedade de formulagdes (Payne, 2005).

Os flavonoides se acumulam nas cascas e folhas das plantas porque a sua sintese é
estimulada pela luz. Isso pode explicar a possivel diferenca de composicdo entre frutos de uma
mesma planta, ou seja, os frutos que recebem uma maior quantidade de luz tendem a ter uma
sintese pronunciada desses compostos (Price et al., 1995).

Antocianinas sdo 0 maior e mais importante grupo de pigmentos hidrossollveis naturais,
sendo responsaveis por cores que vao desde laranja e vermelho a violeta e azul de diversas flores,
frutos e folhas (Cavalcanti et al, 2011; Reynertson et al., 2008). Além de sua capacidade corante,
diversas sdo as atividades bioldgicas atribuidas as antocianinas, como: atividade anticarcinogénica
(Hagiwara et al., 2001), antioxidante (Wang et al., 2000) e antiviral (Kapadia et al., 1997).
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O método de extracdo com fluidos supercriticos (SFE) vem ganhando cada vez mais espaco.
Na indudstria alimenticia a grande vantagem dos extratos obtidos por esse processo é serem de
origem natural, ndo apresentarem residuo de solvente organico e cuja composicdo pode ser
monitorada. Essa tendéncia das industrias de alimentos se deve aos consumidores estarem cada
vez mais preocupados com a saude, o que tem impulsionado a industria a disponibilizar no
mercado produtos para a prevencgdo de doencas (Meireles, 2008).

Os processos de separacdo por membranas tém deixado nos ultimos anos de ser apenas
técnicas laboratoriais para serem utilizados industrialmente. Essa tecnologia ndo convencional de
concentracdo e clarificacdo vem sendo muito utilizada com o intuito de se reduzir o consumo de
energia, assim como melhorar a qualidade dos alimentos processados e obter subprodutos de alto
valor agregado (Mulder, 1991).

Quando comparada aos processos convencionais, a tecnologia de membranas apresenta a
vantagem de, geralmente, ser usada a temperatura ambiente, favorecendo, portanto, a preservacao
de nutrientes e constituintes do sabor, atributo importante para a qualidade do produto final
(Strathmann, 1990).

As membranas estdo entre as mais importantes aplicacfes industriais atuais e, a cada ano,
mais finalidades sdo encontradas para esta tecnologia, como por exemplo: purificacdo de agua,
tratamento de efluentes industriais, desidratacdo de solventes, recuperacdo de volateis organicos,
concentracdo de proteinas, biosseparacdo e muitos outros (Scott, 1995).

Para o processamento de sucos e polpas de frutas com fins diversos, as membranas sé&o
atrativas, pois permitem obter produtos de alta qualidade, uma vez que sdo utilizadas baixas
temperaturas. Dependendo do didametro do poro da membrana, é possivel fracionar ou concentrar
diferentes componentes.

Porém neste processo pode ocorrer o declinio do fluxo de permeado com o tempo no qual
ocorre em trés estagios entre eles, a polarizacdo de concentracdo, a incrustacdo e por fim, a
consolidacdo da incrustacdo caracterizada por um declinio continuo e lento do fluxo (Marshall et
al, 1995).

A ultrafiltracdo é também utilizada para separar compostos de alta massa molecular de
compostos de baixa massa molecular. As membranas de ultrafiltracdo apresentam didmetro de
poro de 0,001 a 0,1 pm (1 a 100 nm). O valor do diametro de poro na ultrafiltracdo é normalmente
expresso em massa molecular de corte, definida como a massa molecular de proteinas globulares
que sdo 90% retidas pela membrana (Porter, 1990). O valor citado corresponderia aos valores de
500 a 300.000 daltons (Dziezak, 1990). As pressoes utilizadas sdo da ordem de 0,1 a 1,5 bar.
(Mulder, 1991).

A nanofiltracdo é um nome de utilizacdo mais recente, e define um processo com
membranas capaz de efetuar separacdes de moléculas de massa molar média situando-se entre o
limite superior da ultrafiltracdo e o limite inferior da osmose inversa. Trata-se, portanto, de um
processo que utiliza uma membrana ‘“fechada” de ultrafiltragdo ou uma membrana “aberta” de
osmose inversa. As membranas utilizadas em nanofiltracdo permitem a passagem de espécies
ibnicas e moleculas de baixa massa molar (300-1000 g/mol). O principio basico é 0 mesmo dos
demais processos com gradiente de pressédo como forga motriz, onde a solugéo circula sob presséo
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em contato com uma membrana microporosa. Sob o efeito da pressdo o solvente, em geral agua,
atravessa a membrana e da origem ao fluxo de permeado, carregando sais e moléculas de baixa
massa molar, enquanto as moléculas de maior massa molar ndo permeiam a membrana (Habert et
al., 2006).

Assim, este trabalho tem o objetivo de aplicar a ultrafiltracdo e nanofiltracdo para concentrar
0s compostos funcionais do suco concentrado de mirtilo, residuo de mirtilo e extrato obtido pela
extracdo com CO, supercritico do residuo de mirtilo, todos do género Vaccinum, viabilizando o
seu uso em alimentos e farmacos.

2. OBJETIVOS
2.2. Geral

Concentrar compostos funcionais do suco concentrado de mirtilo, residuo de mirtilo e
extrato de residuo de mirtilo obtido pela extragdo com CO, supercritico através da ultrafiltracdo
(UF) e nanofiltracdo (NF) utilizando membranas de 100 kDa e 1 kDa, respectivamente.

2.2. Especificos

o Separar as matérias-primas para a diluicdo: suco concentrado de mirtilo, residuo de
mirtilo e extrato do residuo de mirtilo obtido a partir da melhor condic¢do da extracéo
supercritica realizada em estudos anteriores.

o Estudar o efeito do material de membrana de ultrafiltracdo (100 kDa) e nanofiltracdo (1
kDa), pressdo, temperatura e solventes utilizados na diluicdo da alimentacéo.

o Determinar a concentracdo de compostos fendlicos pelo método colorimétrico de
Singleton et al (1999), atividade antioxidante pelo método DPPH (Brand-Williams et al.
(1995) e antocianinas monomeéricas pelo método de pH diferencial descrita por Giusti et
al (2003) da alimentacdo, retido e permeado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria-prima

O suco concentrado de mirtilo (65° Brix) foi cedido pela empresa “San Leon”, do estado de
Séo Paulo. O residuo de mirtilo foi cedido pela empresa “Organicos Pérolas da Terra”, localizada
no estado do Rio Grande do Sul. Todas as matérias primas utilizadas sdo provenientes de frutos
mirtilo do género Vaccinium.

O extrato do residuo de mirtilo utilizado é proveniente da melhor condigéo de extracdo com
CO, supercritico de trabalhos anteriores realizados por Paes et al (2014), no qual utilizou para a
extragdo: residuo de mirtilo fresco, nas condi¢cbes de 20 MPa, 40°C e vazdo de solventes de
1,4x10™ kg/s. Os cossolventes utilizados foram &gua e etanol, ambos nas proporces massicas de
5%.
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3.2. Caracterizacdo da matéria-prima, alimentacéo, retido e permeado

As matérias-primas, alimentacdes, retidos e permeados foram caracterizados através de
andlises de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antocianinas monomeéricas.

3.3. Concentracdo por membranas

3.3. 1. Equipamento

Os experimentos foram conduzidos em célula laboratorial, que esta instalada no Laboratorio
de Alta Pressdo em Engenharia de Alimentos (LAPEA/DEA/FEA/Unicamp). A célula laboratorial
é construida em ago inox AISI 304, constituida de um cilindro encamisado com capacidade de 800
mL e opera até uma pressdo de 4 MPa. Sobre a base (saida de permeado) é montado um suporte
que serve de apoio ao disco de membrana. Anéis de vedacdo (padrdo sanitario) impedem o
vazamento entre as partes. Na tampa superior do equipamento existe um eixo central fixo, em cuja
extremidade inferior est4d encaixado o agitador magnético, que promovera a agitacdo da
alimentacdo. Na parte superior, existe a entrada de gas nitrogénio para criar a pressao no interior
da célula gerando a forca motriz do processo. A temperatura é controlada por meio da circulagao
de &gua na camisa do equipamento, atraveés de um banho termostatico modelo NT281 (Nova
Técnica, Piracicaba, SP) (Figura 1).

V3 V2

_Q M2 ® M1 é

V1 — Valvula abre/fecha do cilindro de nitrogénio

M; — Manbémetro 1: fornece a leitura da presséo interna
amad: 0O Cilindro de nitrogénio quando V; esta aberta
"V, — Valvula de regulagem: regula a pressdo no interior

I da célula
_ === M, — Man0metro 2: fornece a leitura da pressao no interior
T — 5 da célula
P V3 — Valvula de 3 vias (escape)

T V,— Valvula de saida de permeado

V4 - Saida de permeado

Figura 1. Esquema de célula de micro, ultra e nanofiltracdo de uso laboratorial.
3.3. 2. Procedimentos experimentais

As matérias-primas foram diluidas em diferentes solventes e foram aplicados diferentes
procedimentos, conforme ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1- Procedimentos experimentais

Matéria-prima Alimentacao Membrana Pressdo  Temperatura Tempo de
(Solvente/diluicédo) (MPa) (°C) processo
Suco concentrado 60 g de suco /400 ml NF 1 20 1 hora
de mirtilo 65° Brix agua NF 3 30 1 hora
Residuo de mirtilo 69 residuo/400 ml &gua UF 3 30 7 min
acidificada (pH=2,0) NF 3 30 15 min
. 4g de extrato/400 ml UF 3 30 15 min
Extrato de residuo . g
de mirtilo agua acidificada NE 3 20 o5 i
(pH=2,0) 5 min

Para as concentraces com residuo de mirtilo e extrato de residuo de mirtilo, primeiramente
realizou-se a concentracdo por ultrafiltragdo, e do permeado resultante fez-se outra concentragéo
por nanofiltracdo. Todas as matérias-primas apos a diluicdo foram pré-filtradas em filtros de 1
Mesh de didmetro.

3.3. 3. Teor de fenodlicos

O conteddo total de compostos fendlicos dos permeados e retidos foi determinado
espectrofotometricamente, utilizando o método de Folin-Ciocalteu, de acordo com o procedimento
proposto por Singleton et al (1999) com modificagfes. Resumidamente, misturou-se 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v) a 0,5 ml de solucdo metandlica de extrato. Ap6s 5 min,
adicionou-se 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). A mistura foi mantida durante 2 h
no escuro e a temperatura ambiente, e em seguida, a absorbancia foi medida a 760 nm. Acido
galico foi usado como padrao, e os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de
acido galico (GAE) por grama de extrato.

3.3. 4. Atividade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante dos permeados e retidos foi realizado pelo
método DPPH. , com a metodologia proposta por Brand-Williams et al. (1995) com modificacdes.
Primeiramente, cerca de 50 pL de solucdo metandlica de extrato foi adicionada a 1950 pL de
solugdo metandlica de DPPH em um tubo de ensaio. A mistura resultante foi mantida no escuro a
temperatura ambiente por 6 horas. Apds o0 repouso, a absorbancia da solugéo foi determinada em
espectrofotometro em 517 nm. Uma curva de calibragdo com acido galico foi utilizada para
quantificar a atividade antioxidante do extrato e os resultados foram expressos em equivalentes de
acido galico por grama de extrato.

3.3. 5. Antocianinas monomeéricas

A determinagdo dos teores de antocianinas monoméricas foi realizada através da
metodologia de pH diferencial descrita por Giusti et al, (2003). Foram preparadas duas solucdes
tampé&o, uma de pH 1,0 e outra de pH 4,5. Em seguida, foram pesadas as amostras em seis balGes
volumétricos, ambar, de 25,00 mL entre 0,05 — 0,1 g de amostra. Trés massas para m; (pH =1) e
trés massas para m, (pH = 4,5); e o volume foi completado até 25 mL com tampé&o adequado,
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ficando em repouso por 25 minutos. Posteriormente fizeram-se as leituras apés 30 minutos da
adicdo do tampé&o. Para a leitura, primeiramente ajustou-se o comprimento de onda para 510 nm,
zerou-se 0 equipamento com a solucdo tampdo pH 1,0 e fez-se a leitura da amostra em tampéo pH
1,0. Em seguida, ajustou-se o comprimento de onda para 700 nm, zerou-se o espectrofotometro e
foi novamente feita a leitura da amostra em solucdo tampao pH 1,0. Depois da leitura com as
amostras pH 1,0, 0 mesmo procedimento se repetiu, porém com as amostras em pH 4,5. Para o
calculo da quantidade de antocianinas monomeéricas, foram utilizadas as Equacdes 1 e 2:

Abs = (Abs510 — Abs700)ph1,0 — (Abs510— AbsT00)pH4,5 1)
_ Abs x PM x FD x 1000

e ()

Onde: PM = Peso molecular da cianidina-3-glicosideo = 449,2 g/mol, FD = Fator de
diluicdo, e = absortividade molar da cianidina-3-glicosideo = 26900. Os calculos sdo feitos
considerando-se a cianidina 3-O-glicosideo como a antocianina principal da amostra.

mg
. . » =
I:E'J.'_E."E'SSG em cianiding 3 Guicosicig (L)

4. RESULTADOS
4.1. Resultados da caracterizacdo das matérias-primas, alimentacéo, retido e
permeado

A Tabela 2 apresenta os resultados da caracterizacdo das matérias-primas, alimentacéo,
retido e permeado.

Tabela 2 — Resultados da caracterizacdo das matérias-primas, alimentacdo, retido e

permeado
Compostos DPPH Antocianinas
fendlicos (umol (MG
(mg GAE*/g) TE*/Q) C3G*/100g9)
Matéria-prima Residuo de mirtilo_ _ 11,7+ 0,6 446,0 £ 0,7 175 + 17
Extrato de residuo de mirtilo 134 + 11 1658 + 160 1071 + 64
Alimentacdo  Suco concentrado de mirtilo 65° 8,53 £ 0,23 207 £ 0,5 141 +1,5
(matéria-prima Residuo de mirtilo 5,89 +0,35 40,7+£0,0 4,7+0,1
diluida) Extrato de residuo de mirtilo 6,86 + 0,28 61,3+0,4 1,8+0,1
Suco concentrado de mirtilo 65° 10,28 + 0,47 222+1,6 146,4 + 1,7
Retido Residuo de mirtilo 9,94 +0,70 83,2+14 30,3+2,0
Extrato de residuo de mirtilo 8,43+0,11 98,02+1,4 3,4+0,2
Suco concentrado de mirtilo 65° 5,60 + 0,32 46 +0,9 4,05+0,2
Permeado Residuo de mirtilo - - -

Extrato de residuo de mirtilo

*GAE - equivalente de acido galico
*TE — equivalente de Trolox

*C3G — equivalente de cianidina 3-O-glicosideo
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Verifica-se que houve retencdo de compostos fenodlicos, atividade antioxidante e
antocianinas comparando os extratos de residuo de mirtilo extraidos por tecnologia supercritica.
Estes resultados evidenciam que a extracdo foi eficiente nas condicbes pre-estabelecidas em
trabalhos anteriores realizados por Paes et al (2014).

Pode-se verificar que o suco concentrado de mirtilo diluido (alimentacdo) apresentou 0s
valores mais altos de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antocianinas, comparado ao
residuo de mirtilo e extrato do residuo, evidenciando que no processo de concentracdo do suco,
estes compostos se mantiveram. Ja o extrato de residuo de mirtilo diluido (alimentacdo),
apresentou resultados inferiores comparados as demais alimentacdes. Isso pode ser explicado pela
alta diluicéo realizada no extrato.

Apdbs as concentracBes, pode-se verificar que, o residuo de mirtilo apresentou maiores
retencBes de antioxidantes, compostos fendlicos e antocianinas durante o processo, comparando
com as trés diferentes alimentacdes. Para a analise de antioxidantes, o retentado apresentou o
dobro da alimentacdo (83 + 1,4 e 41 + 0,0 umol TE/g). Ja para os fendlicos, o retentado
apresentou valor de 10 £ 0,7 e alimentacdo de 5,9 + 0,4 (&cido galico (mg/g)). As antocianinas
apresentaram maior retencdo, sendo a alimentacdo com 4,7 + 0,1 e o retentado 30,3 £ 2,0 (mg
antocianinas/100g). Para as trés andlises realizadas, a concentracdo no permeado foi zero,
evidenciando a eficiéncia do processo de concentracéo.
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