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“Oh, my, my, how beautiful

Oh, my beautiful mother

She told me, son, in life you're gonna go far
If you do it right, you'll love where you are
Just know, wherever you go

You can always come home

Oh, my, my, how beautiful,

Oh, my irrefutable father

He told me, son, sometimes it may seem dark
But the absence of the light is a necessary part
Just know, you're never alone,

You can always come back home”

93 Million Miles - Jason Mraz
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Resumo

Milhdes de toneladas de residuos sao gerados pela agroindustria todos os anos,
gerando problemas ambientais e econdémicos; muitos destes residuos,
entretanto, sdo ricos em nutrientes e compostos funcionais, o que poderia torna-
los subprodutos com valor agregado. A utilizagdo de subprodutos possibilita
enriquecimento dos alimentos processados, reducao de descarte no meio
ambiente e melhor aproveitamento dos recursos naturais. Os talos de beterraba
sao um exemplo de residuo com potencial a ser explorado e, assim como 0s
bulbos, sdo ricos em betalaina, composto responsavel pela sua coloragao
vermelho-violeta. Esses pigmentos sdo aplicaveis na industria alimenticia como
corantes naturais, mas a sua estabilidade é um dos maiores desafios frente a
sua utilizagdo. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo principal estudar
a extracao, a clarificacdo e a estabilizacao de betalainas provenientes de talos
de beterraba vermelha. Para tanto, foi inicialmente estudado a viabilidade da
utilizacdo dos talos de beterraba como fonte de betalainas e, em sequéncia, a
extragcdo destes compostos via esmagamento. A utilizacdo de diferentes
processamentos com vistas a melhora da extracdo e o seu impacto na
estabilidade das betalainas presente no extrato foram investigados: o
processamento por alta pressdo (HPP do inglés High Pressure Processing) e o
tratamento térmico com alta temperatura por curto tempo (HTST do inglés High
Temperature Short Time). Por fim, foi realizado um estudo de clarificagdo do
extrato por meio de processo de separag¢ao por membranas (PSM). A clarificagao
foi aplicada por microfiltragdo (MF) seguido por ultrafiltracao (UF). Além disto, a
MF também foi operada no modo diafiltragdo (DF). A redugdo da atividade da
enzima peroxidase, as caracteristicas fisico-quimicas, a cor e a taxa de
degradagao das betalainas ao longo do armazenamento foram avaliados nos
extratos antes e apds a clarificacdo. Os resultados mostraram que os extratos
obtidos via esmagamento possuiam em média 45% da quantidade de pigmentos
presentes no extrato dos bulbos de beterraba. O processamento por HPP nao
foi considerado uma boa alternativa para melhorar a extracdo e também nao
contribuiu para o aumento na estabilidade dos pigmentos presentes nos extratos.
O tratamento térmico HTST causou uma pequena degradagao das betalainas;

porém, quando aplicado por 120 s a 85,7 °C nos extratos com alta concentracao



inicial, promoveu uma redugao na taxa de degradacgéo das betalainas da amostra
tratada de 1,2 para 0,4 mg de betanina/100 ml de extrato por dia apdés uma
semana de armazenamento. No estudo de clarificacdo por PSM, os
experimentos de MF e UF apresentaram reducdes no fluxo do permeado ao
longo do processo, além de elevada tendéncia ao fouling, em ambas as
membranas. A aplicacdo da MF batelada seguida por UF ocasionou uma
reducdo de 99,5% da atividade de peroxidase. Quando a MF foi operada em
modo DF, a alimentacdo do processo foi modificada de duas bateladas de 2 L
cada para uma batelada de 3L, aproveitando melhor os pigmentos da
alimentacdo. Além disto, a clarificagcdo contribuiu para a estabilidade das
betalainas, uma vez que a taxa de degradacao reduziu de 0,32 e 0,41 mg de
betanina/100 ml de extrato por dia para 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato por
dia no 10° dia de armazenamento. Os processos de MF, em modo batelada e
DF, seguidos por UF promoveram redugao na turbidez e no teor de sélidos
soluveis, além de extratos clarificados com cor mais intensa, luminosa e

avermelhada.

Palavras chave: talos de beterraba; betalainas; clarificagcdo; extragao;

estabilidade; HPP; HTST; PSM; microfiltragao; ultrafiltracdo; diafiltracéo.



Abstract

Every year a huge amount of waste is generated by agricultural industry,
becoming a serious environmental and economic problem; many of these
wastes, however, contain nutrients and functional compounds, which could make
them by-products with added value. The use of by-products allows the
enrichment of processed foods and the reduction of discard in the environment,
ensuring a better use of natural resources. The beet stalks are an example of
waste with potential to be explored and, as the root, are rich in betalains, whose
provide their red-violet color. These pigments are applicable in the food industry
as natural dyes. The stability of these pigments, however, is one of the biggest
challenges of using it. In this context, this work aims to study the extraction and
clarification of betalains from red beet stalks. Initially it was studied the feasibility
of using beet stalks like a betalain source and, after that, the extraction of these
compounds through crushing was carried out. The utilization of different
processing to improve the extraction and the impact on the betalain stability
present in the extract were studied: the high pressure processing (HPP) and the
thermal treatment high temperature short time (HTST). Lastly, a study of
clarification of the extract using the membrane separation processes (PSM) was
carried out. Clarification was first applied by microfiltration (MF) followed by
ultrafiltration (UF). In addition, MF was also operated in diafiltration mode (DF).
The peroxidase activity reduction, physico-chemical characteristics, color and
degradation rate of betalains over the storage were evaluated in the extracts
before and after the clarification. The results show that the stalks extract by
crushing had about 45% of the pigments content in the extract from root of beet.
HPP was not considered a suitable alternative to improve the extraction and did
not contribute to the increase in the stability of the pigments present in the
extracts. The thermal treatment HTST caused a small degradation of betalains.
However, when it was applied for 120 s at 85.7 °C, in the extracts with high initial
concentration, it promoted a reduction in the betalain degradation rate of the
treated sample from 1.2 to 0.4 mg of betanin/100 ml of extract per day after one
week of storage. In the PSM clarification study, the MF and UF experiments,
showed permeated flux reduction, indicating high fouling tendency on both MF

and UF membranes. The application of MF followed by UF caused a reduction of



99.5% in peroxidase activity. When MF was operated in DF mode, the process
feed was modified from two batches of 2 L each to a 3 L batch, making better use
of feed pigments. In addition, the clarification experiments contributed to the
betalain stability, as the betalain degradation rate reduced from 0.32 and 41 mg
of betanin/100 ml of extract per day to 0.2 mg of betanin/100 ml of extract per day
on the 10th day of storage. The MF processes, batch and DF mode, followed by
UF promoted a reduction in the turbidity and soluble solids content and the

clarified extracts had color more intense, bright and reddish.

Keywords: beet stalks; betalain; extraction; clarification; stability; HPP; HTST;
PSM; microfiltration; ultrafiltration; diafiltration.



Lista de Figuras

Figura 3.1 — Beterrabas vermelhas (Beta vulgaris L.) inteiras (a) e suas partes formadoras: talos
(D), DUIDOS (C) € FOINAS (C) cuvrerrrrrrrererreriserernsssnessssessssescssnssssnsssssessssessssssssssssssnssssssssssassssasssnssssssssssness 8
Figura 3.2 — Estruturas quimicas do acido betaladmico (A), betaxantinas (B) e betacianinas (C),
com algumas possiveis substituicoes para 0 radiCais ......cccveeerirerircerisniniseninensers e 11
Figura 3.3 - Crescimento mundial do uso da tecnologia de processamento por alta pressao na
Lo TSt E= =1 [T LT oL o = RN 22
Figura 3.4 - Representacao simplificada das principais correntes envolvidas em um processo de
SEPArAGAO PO MEMDIANAS «..ueerercurerererreenrteseseesesretssesaesssstessssesassssssesessessssssssessesesseseessesessessaseans 27
Figura 4.1 - Fluxograma do processo de extragéo e processamento por HPP do extrato de
betalainas provenientes de talos de beterraba vermelha......cccoccviiivniiiiineeiinnneinnnnennnnnenneee. 44

Figura 4.2 — Fotografia do equipamento de HPP utilizado nos testes realizados ao longo deste

Figura 4.4 - Fluxograma do processo de extragdo e aplicagdo do tratamento térmico HTST em
extrato de betalainas provenientes de talos de beterraba vermelha.......ccceveccveerrcreeerccsseenncnnens 51
Figura 4.5 - Fluxograma do processo de extracdo e clarificagdo do extrato de betalainas
provenientes de talos de beterraba vermelha por MF, modo batelada ou DF, seguida por UF..54
Figura 4.6 - Fotografia das membranas de MF e UF utilizadas neste estudo......ccceeveevcveecnennnnes 55
Figura 4.7- Fotografia do sistema de membranas de bancada utilizado para a clarificagdo do
extrato: médulos para membranas tubulares (1) e (2); bomba diafragma (3) e (4); manémetros
(5, 6, 7 e 8); valvulas agulha (9, 10, 11 e 12); banho de resfriamento ultratermostatico (13) e caixa
térmica de CIClOPENtaNO (14)..ccciiiiiiniiiiiniiniiniine e s s 56
Figura 4.8 - Visédo da disposigao dos tanques de alimentagdo e de permeado dentro da caixa
L(= 1 0 11T 57
Figura 5.1 — Concentragdes de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) em extratos obtidos
por esmagamento em trés conjuntos distintos de bulbos e de talos de beterraba....................... 69
Figura 5.2 — Percentual massico de betalainas extraido dos talos de beterraba em cada etapa

de extragdo: esmagamento, seguido de trés extracdes solido liquido a temperatura ambiente (20

Figura 5.3 — Variagdo do teor de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) nos talos de
beterraba submetidos ao armazenamento sob refrigeragéo (4 °C) e ao abrigo da luz ............... 72
Figura 5.4 — Variagcao do teor de betalainas dos extratos obtidos de talos armazenados sob
refrigeracao (4 °C) e ao abrigo da luz, em relagédo ao teor inicial (imediatamente apds a extragao)

(o [81 =T ) (=T 031 [0 1N L= 1< S 73



Figura 5.5 — Perfil tipico de pressao e temperatura durante o tratamento com HPP de extratos de
talos de beterraba vermelha. Linha continua (----) representa pressao e linha tracejada (----)
representa teMPEratUra. ... eiiiiieeiniieeiire s sas s s as e s s s aae s s s an e s s s snne s 74
Figura 5.6 — Concentracao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) em duas amostras
(A e B) tratadas por HPP durante 5, 10 e 15 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar, a temperatura
moderada (40 °C) no dia do tratamento (1° dia) e submetidas ao armazenamento a 4 °C e ao
ADFIGO A TUZ (2°2 i) weeeeerrrrrererrercsneriserissnessseesssnescssessssnsssssessssessssessssessssssssssassssesssnassssessssssssssesssnasns 75
Figura 5.7 — Concentracdo de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) em amostras
tratadas por HPP durante 5 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar, a temperatura ambiente, no
dia do tratamento (1° dia) e submetidas ao armazenamento (2° dia) .....ccceeveercreercrnrreseessreeecseenns 78
Figura 5.8 - Concentragao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) em amostras
tratadas por HPP durante 5 e 15 min, na pressao de 6000 bar, a temperatura moderada (40 °C)
no dia do tratamento (1° dia) e apds o seu armazenamento (2° dia € 4° di@) ...cccevvrereerrrnescreennne 80
Figura 5.9 - Concentragdo de betalainas do extrato de talos de beterraba vermelha quando
submetidos ao tratamento com HPP durante curto e longo tempo de processamento, a
temperatura moderada (40 °C) e sob pressao de 4000 bar € 6000 bar ......cccceeeverrreercreercsnescnnenas 82
Figura 5.10 — Concentracdo de betalainas de extratos obtidos com diferentes tecnologias
aplicadas ao bagago do esmagamento dos talos de beterraba vermelha: 10 e 20 min de HPP,
trituragdo com extracdo sélido-liquido, trituragcdo com extragdo solido-liquido seguida por HPP
(10 € 20 min) e sem aplicagdo de tecnologia (CONLIOIE) ...cccerrrreerrreerirererserssressseesssnesessesssnesssansns 84
Figura 5.11 - Concentragéo de betalainas de extrato de talos de beterraba vermelha, com baixa
concentracao inicial de betalainas (12,0 £ 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato), no 1°, 2° e 4°
dia de armazenamento, para controle e apds tratamento HPP a 6000 bar, para diferentes tempos
Lo LCTR (= 1 €= 10 0= 01 o RN 85
Figura 5.12 - Concentragao de betalainas de extrato de talos de beterraba vermelha, com alta
concentracao inicial de betalainas (17,3 £ 0,3 mg de betanina/100 ml de extrato), no 1°, 2° e 4°
dia de armazenamento, para controle e ap6és tratamento HPP a 6000 bar, para diferentes tempos
Lo LCTR (= 1 €= 10 0= 01 o RN 87

Figura 5.13 - Perfil de temperaturas do aquecimento de extrato de talos de beterraba vermelha

Figura 5.14 - Concentracdo de betalainas em extrato de talos de beterraba vermelha tratados
com HTST, com baixa concentragio inicial de betalainas (12,2 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de
extrato), ao longo de uma semana de armazenameENtO......cccecvercrerrrreresseesssrescseesssnsessessssnesssaesns 91
Figura 5.15 - Concentracdo de betalainas em extrato de talos de beterraba vermelha tratados
com HTST, com alta concentragao inicial de betalainas (17,3 £ 0,3 mg de betanina/100 ml de
extrato), ao longo de uma semana de armazenameENtO......cccecveecrerrrrnresseesssrescseesssesesssssssnesssnesns 92
Figura 5.16 — Esquema simplificado da reacdo de hidrélise e regeneracao de betanina. .......... 93
Figura 5.17 — Fluxo permeado médio em fungdo do tempo durante os ensaios de compactagéo
para as membranas de MF utilizando pressao de 1 bar e de UF utilizando pressao de 2 bar. Os

experimentos foram realizados na temperatura de 15 °C....uivvvercrerirerenseesnneencnnesssesessesssssesssnesns 96



Figura 5.18 — Fluxo de permeado em fungdo da pressado transmembrana para intervalos de

tempo de 30 min, para as membranas de MF e de UF. Condigdes de operacgéo: 10 °C e 0,3 m3 hr

Figura 5.19 — Fluxo permeado em fung¢ao do tempo de experimento (4 h) para o processo de MF
para trés solu¢des de alimentagéo diferentes: Sol | com 11 mg de betanina/100 ml de extrato
(original), Sol Il com 23 mg de betanina/100 ml de extrato (original) e Sol Ill com 11 mg de
betanina/100 ml de extrato (diluido). Condi¢des de operagéo: 0,5 bar, 10 °C € 0,3 m3 h'......... 99
Figura 5.20 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os experimentos de MF
batelada e MF/DF para o extrato dos talos de beterraba. Linhas tracejadas (----) indicam o tempo
em que foram feitas DFs. Condigdes de operagao: pressdo de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e
vazao de alimentacao de 0,3 M3 Nl ... ieecceceecteeceeetereeesree e e ee e s e e s e e s sae e e e e sa e s e e s e e s s essnannns 104
Figura 5.21 — Concentragao de betalainas do permeado obtido na MF bateada e na MF/DF, ao
longo do processo. Condi¢des de operagao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazéo
de alimentacao de 0,3 M3 Nl ...t eses e e s e s saessse s sesssessseessesssessnesssasssesnnsnnes 105
Figura 5.22 - Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os experimentos de MF
para o extrato dos talos de beterraba. Condi¢des de operagao: pressao de 0,5 bar, temperatura
de 10 °C e vazao de alimentagdo de 0,3 M3 h ... iiviicircerrerresceesce s esesses e s e s saesssesssesnes 107
Figura 5.23 - Fluxo de permeado de agua destilada em fungcédo da pressao antes e apds os
experimentos de MF dO eXIrato. ...ttt 108
Figura 5.24 - Concentracoes de betalainas na corrente de retido normalizadas em relacdo a
concentragao inicial ao longo dos experimentos de MF........cocivviiiiiiicnnncinnninceercesseceaeens 109
Figura 5.25 — Concentragdes de betalainas para a alimentagao inicial e para o permeado obtido
em cada experimento dE MF ...t n s sn e s as s s s s e 111
Figura 5.26 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os experimentos de UF
(permeado obtido na etapa de MF) para o extrato dos talos de beterraba. Condigbes de operagéo:
pressdo de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de alimentagéo de 0,3 m3 h''.........cccueu..ee. 112
Figura 5.27 — Fluxo permeado de agua destilada em fungdo da pressdo antes e apos os
experimentos de UF do permeado obtido na etapa de MF.......ciiiiiniiiiinneininnnennnnnnneninnnnennnne. 113
Figura 5.28 — Concentragbes de betalainas na corrente de retido normalizadas em relacéo a
concentracgdo inicial ao longo dos experimentos de UF .....iiiieeiiinniiinnnnnenninnnenisnnesssneenine. 114
Figura 5.29 — Concentragdes de betalainas normalizadas para a alimentagdo inicial e para o
permeado obtido em cada experimento de UF ...t 115
Figura 5.30- Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os experimentos de
MF/DF para o extrato dos talos de beterraba. Linhas tracejadas (----) indicam o tempo em que
foram feitas DFs. Condigdes de operacao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de
P T =Ygt e=Toz=To R LN 0 G o4 O o RS 117
Figura 5.31 - Fluxo de permeado de agua destilada em fungédo da pressao antes e apods os
experimentos de MF/DF do extrato Condigdes de operagao: temperatura de 10 °C e vazao de

alimentagdo de 0,3 M3 Nl ettt ettt et ettt 118



Figura 5.32 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os experimentos de UF
(permeado obtido na etapa de MF/DF) para o extrato dos talos de beterraba. Condi¢des de
operacao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de alimentagdo de 0,3 m3 h-'...121
Figura 5.33 — Fluxo de permeado de agua destilada em fungédo da pressédo antes e apds os
experimentos de UF do permeado obtido na etapa de MF/DF. Condigbes de operagao:
temperatura de 10 °C e vazao de alimentagdo de 0,3 M3 h'l .....ccvrvrvenerneesnneennensensecessensensnens 122
Figura 5.34 — Percentual residual da atividade de peroxidase em cada extrato: Alim inicial MF 1
€ a alimentagao inicial da MF batelada utilizada no inicio do processo, Perm MF 1 é o permeado
recolhido nas duas primeiras horas de MF batelada, Alim inicial MF 2 é a segunda alimentagéo
da MF batelada, Perm MF 2 é o permeado recolhido apdés a MF batelada, Alim inicial UF é o
permeado da MF batelada utilizado como alimentacéo da UF e Perm UF é o permeado obtido
na UF, conhecido como extrato Clarificado........ueenenneisiincnneneincninninncseneiecenesesnesesens 128
Figura 5.35 — Percentual residual da atividade de peroxidase em cada extrato para os dois
experimentos: Alim inicial MF/DF ¢é a alimentagdo da MF/DF, Alim final MF/DF é a alimentagéo
da MF/DF apés processo, Alim inicial UF é o permeado da MF/DF utilizado como alimentagéo

da UF, Alim final UF é a alimentagao da UF apds o processo e Permeado é o permeado obtido

Figura 5.36 — Concentracao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) para as solugdes
de alimentacéo iniciais e finais da MF/DF e UF e permeado final, no dia do tratamento (1° dia) e
no 2°, 6° e 10° dia de armazenamento com temperatura e luz controladas.......cc.ccceecevrieernnnen. 133
Figura 5.37 — Fluxograma de blocos para as correntes do processo de preparo da amostra..136
Figura 5.38 — Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a etapa de extragao do
sumo dos talos de beterraba vermelna......eeiiiiiin 137
Figura 5.39 — Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a etapa de clarificagéo
do extrato de talos de beterraba vermelna.........ceiiiiiiiininiinnn. 138
Figura 5.40 - Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a etapa de clarificagéo

(MF/DF, seguida por UF) do extrato de talos de beterraba vermelha............ccccevevrruccenennnnnee. 140



Lista de Tabelas

Tabela 3.1 — Composi¢ao centesimal do bulbo da beterraba vermelha, em base umida.............. 8
Tabela 3.2 - Influéncia da temperatura no tempo de meia-vida (min) de betanina em suco de
beterraba CoOmM PH 5,8... . iiceeerccrercceerrrceesc e essssseesscsseesssssnesssssssessssssesssssanesssssnsesssssnsessssnnenses 13

Tabela 3.3 — Tempo de meia vida de betanina submetida a 90 °C em diferentes pH e atmosferas

Tabela 5.1- Comparagdo da composicdo massica da beterraba utilizando plantas menos

desenvolvidas (a) e plantas mais desSenvoIVIdas (D) .....cccceeereererercsrerinsneenseesssescssessssnessseessssesssnesss 67
Tabela 5.2 — Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP durante 5, 10 e 15
min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar a temperatura moderada (40 °C).....cccvercrerrrnrrecreescsnenns 76

Tabela 5.3 - Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP durante 5 min, nas
pressoes de 4000 e 6000 bar a temperatura ambiente (25°C)..ccceeecrerirercrrerineeinseesssnescssesssnneenns 77
Tabela 5.4 - Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP durante 5, e 15 min,
na pressao de 6000 bar a temperatura moderada (40 °C) ...ccvvivrsiennieniennininiennesnesesesennes 79
Tabela 5.5 — Atividade residual (RA%) de POD em amostras tratadas com HPP, com baixa e alta
concentragao inicial de betalainas ...t 88
Tabela 5.6 - Atividade residual (RA%) de POD nas amostras tratadas por tratamento térmico
HTST com baixa e alta concentragao inicial de betalainas......c.ccceeeeveeveiieciniviniscncnenicerceenees 94
Tabela 5.7 — Concentragdes de betalainas da alimentagéao inicial, alimentacao final, permeado e
volumes de permeado obtidos na MF para trés diferentes solugbes de alimentagao ................. 99
Tabela 5.8 — Concentragdes de betalainas normalizadas em relagao a concentragao inicial para
as alimentagoes iniciais, alimentagdes submetidas a MF batelada e as concentragdes dos seus
rESPECHIVOS PEIMEATOS ...uviiiiireriiiirsririsssetiesssenisssssssssssssssssssessssssssssssssasssssasssssssssasssssssssssssnssssssnaes 102
Tabela 5.9 - Valores da permeéancia hidraulica antes e depois dos experimentos de MF e seus
respectivos coeficientes de determinagao (R2) ....cccccveeeeereesersesssessessesesesssesssesssesssssssssssesssessses 108
Tabela 5.10 — Concentragbes de betalainas no permeado normalizadas em relagao a
concentracédo apos 30 min de experimento ao longo dos experimentos de MF em modo batelada

Tabela 5.11 - Valores da permeancia hidraulica antes e depois dos experimentos de UF e seus
respectivos coeficientes de determinagao (R2) ....cccccveeeeerernrersessessessesesesssesssesssesssssssssssesssssssens 113
Tabela 5.12 — Concentragdes de betalainas normalizadas em relagdo a concentragdo de
betalainas ap6s 15 min de filtragdo para o permeado obtido no processo de UF ..................... 115
Tabela 5.13 - Valores da permeancia hidraulica antes e apos os experimentos de MF/DF e seus
respectivos coeficientes de determinagao (R2) ....cccccveeeerceernersessesseesesesesesessesssesssssssesssessssssses 118
Tabela 5.14 - Concentragdes de betalainas do permeado normalizadas em relagdo a
concentragédo do permeado no inicio do processo MF/DF ..o 120
Tabela 5.15 - Valores da permeéncia hidraulica antes e apos os experimentos de UF, precedidos

pela MF/DF, e seus coeficientes de determinagdo (R?).....cccceeeereerreecrerrerseeseenenessesseeseenesessessenes 122



Tabela 5.16 — Concentragdes de betalainas normalizadas em relagdo a concentragdo de
betalainas no permeado obtido no processo de UF apds 15 min de filtragao.......ccceecevreeernnene. 123
Tabela 5.17 - Turbidez e sdlidos soliveis de alimentagdes iniciais, alimentagdes finais e
permeados dos processos de MF, modos batelada (bat.) e DF, e de UF ......ccccvvernenseninennnen. 124
Tabela 5.18 — Parametros colorimétricos de alimentagdes iniciais e permeados dos processos
de MF, em modo batelada e DF, e de UF, descritos em termos de saturagdo (C*s), tonalidade
(Pap) € variagdo de IUMINOSIAAAE (AL)...ueercrrerirereererrrreeseseessssesessesssssessssessssasssssssssnsssssssssnsssssssssanass 126
Tabela 5.19 — Taxa de degradacado de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato dia) dos
extratos de talos de beterraba vermelha ao longo do processo de clarificagéo, no 2°, 6° e 10° dia

de armazenamento controlado (refrigeragdo a 4 °C e ao abrigo da luz) ......ccceeveercveerccnnrcceennnes 134



Lista de siglas, abreviaturas e simbolos

~ — aproximado (aproximadamente)

a* — coordenada cromatica verde-vermelho

b* — coordenada cromatica azul-amarelo

BHA — 2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol
C*s — Croma (saturagéo da cor)

CEASA - Central de Abastecimento do Rio Grande do Sul
CIE — Comission International de I'Eclairage

D — tempo de reducao decimal

DF — didfiltragcao

DO - destilagdo osmatica

DR - taxa de degradacao

EDTA - 4cido etilenodiamino tetra-acético

FCV — fator de concentragdo volumétrico

hap ou hue — angulo de tonalidade

HPP — processamento por alta pressao (do inglés High Pressure Processing)
HTST - alta temperatura por curto tempo (do inglés High Temperature Short Time)
IgAS — imunoglobulina A secretora

L* — paréametro de cor (luminosidade)

LASEM — Laboratdrio de Separag¢ao por Membranas
LATEPA — Laboratdrio de Tecnologia e Processamento de Alimentos
MF — microfiltracédo

MMC — massa molar de corte

NF — nancfiltragcao

Ol — osmose inversa

PME - pectina metil-esterase

POD - peroxidase

PPO - polifenoloxidase

PSM — processos de separagdo por membranas

PVDV - fluoreto de polivinilideno

R? — coeficiente de determinagéo

RA — atividade residual

Robs — retencao observada

SOL | — solugao de alimentagao n° 1

SOL Il — solugéo de alimentagdo n° 2

SOL lll — solugéo de alimentagao n°® 3



UAE — unidade de atividade enzimatica
UF — ultrafiltragao
UoA — Universidade de Auckland (do inglés The University of Auckland)

AL — variagao da luminosidade



2.1
2.2.

3.1
3.2.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

4.1.
4.2.

Sumario

18] 1o o 11 o= T TR 1
ODJELIVOS. ...ttt e e e e e 4
(0] J =LAV o XY= L] - | SR 4
(0] o =Y )Y o T =T o T=T ol 1 ol LR 4
ReVISE0 BiblOGrafiCa ......ccoiiiiiiiiee e 5
Aproveitamento de Residuos Agroindustriais........ccceeeeeeieeeeeciiieeeciee e e 5
21 A= 4 - o T P SRRSO PPRUPRTRPRRROPRRIN 7
Betalainas: pigmentos naturais presentes na beterraba........cccccoceeiviieiiicciieeeiciieeeens 9
3.3.1. Estabilidade das Betalainas.....cc.cccvvveeinieiiniiiiniec et s 12
3.3.2. Vias de degradacdo das betalainas .......ccccuveeieciiiiiciieic e 17
Q- Lot~ [ T 18
Processamento por Alta Pressdo (HPP)....oocveeeoccieee ettt e 20
Tratamento Térmico com Alta Temperatura em Curto Tempo (HTST) ...cccccveeeennnnenn. 22
Clarificacdo — Processos de separacdo por membranas (PSM)........c.cccceveeeecceeeeennnnee. 25
3.7.1. CONCEILOS DASICOS c.uvviieuiiieiiie ettt st e e s e e e abeesabae s 28
B.7.0.10 FIUXO ciiiiiee ettt ettt ettt ettt ettt st st e st st e s i e s e abe e s aa e e sabeestae e sheeesabae s 28
3.7.1.2.  FIUXO PEIMEAOD ....cvviieieiieeectiee ettt e ete e et e e e eae e e e eata e e e e abe e e e eaataee s enteeeenneeas 28
N e T o 0o TN T o V1 P PRSP 28
TR 0 T S (U)o I ol 4 [ o J S 29
3.7.1.5. Percentual de Retengdo Observada.........cccoeeceeiicciiieiicciee et 29
3.7.1.6. Fator de Concentragao VOIUMEALIICO .....ccuvieeiciieiieiiee et 30
3.7.1.7. Polarizacado por Concentragdo € FOUlING........ccovecciiiiiiieeieciccee e, 30
3.7.1.8. Modos de operacdo comuns na industria alimenticia..........ccoceeeeveeieecieeeeenneen. 31
3.7.2. Processos de Microfiltragcdo (MF) e Ultrafiltracdo (UF) ....cccceeveveivieeecciieeecieen, 33
MateriaisS € MELOTOS ......ccoeeieieeeee e 36
Y Y =TT o a1 o - [OOSR 36
Analises para a avaliacdo da qualidade dos extratos.........ccceeecvieeeeeiieeeecciee e 36

4.2.1. Determinacgdo do teor de betalainas.........ccuveeeeceieeeeciiee e 36



4.2.2. Taxa de degradacdo de betalainas.......ccceeeciveieecciiee e 37

4.2.3. Analises fisico-quimicas dos EXEratosS......ccivieiccieeeiiiieee e 37
4.2.4. ANAlise de COr dOS EXEIratos ......ueiecieeriieiiieerteesrteeseestr e e steeerree e seeeeeeeesraeesnees 38
4.2.5. FANa VT Yo LI = a1 o o = or- SR 39
4.3. Avaliacdo da aplicabilidade dos talos de beterraba vermelha como fonte de
o1y | 11 LSS PPRRPPPR PR 40
4.3.1. Rendimento de talos na planta beterraba vermelha........ccocoeeviiiiniiieeeicenn. 40
4.3.2. Avaliacdo do rendimento da extragdo do sumo dos bulbos e dos talos de
o1 A= 4 = o - [ OO PTRROTPI 41
4.3.2.1. Preparo das amostras para extragao do SUMO ......ccccvvveeeeeieeecciiieeeeee e, 41
4.3.2.2. Esmagamento e separac¢do do sumo dos bulbos e dos talos de beterraba........ 41
4.3.2.3. Rendimento da extracdo do sumo dos talos de beterraba.........ccccccovvvevcieenns 42
4.3.3. Avaliacdo da degradacdo das betalainas presentes nos talos e nos extratos
armazenados SOD refligEraga0 . ... e et e e e e e e e e b e e e e e eeeean 43
4.3.3.1. Degradacdo das betalainas presentes N0S talos .........ccccccveeeeeciieeeeccieeeceieeee e 43
4.3.3.2. Degradacdao das betalainas presentes nos extratos armazenados sob
S  § 14T - [or- o TSP PSPPI 43
4.4, Processamento por Alta Pressdo: estudo de extracao e estabilidade........................ 43
4.4.1. Preparo da amostra para o teste inicial e para os testes preliminares............... 46
4.4.2. TESEE INICIAL. ueiiiieieee et s rae e s sraeeens 46
4.4.3. Testes PreliMiNares ...t e e e et e e e e e e raeeae e e e e esenrees a7
4.4.3.1. Verificacdo do efeito do HPP na atividade de PPO sem utiliza¢do de calor........ 47

4.4.3.2. Efeito da redugdo da atividade de PPO na estabilidade de amostras tratadas com

[ 1o PP PPPOPTPPPPN 47
4.4.3.3. Tempo e pressao de ProCesSamMENtO .....cccuuiuiiiieeeeeiiciiirrieeeeeeeecrrrree e e e e e e eneraaeeens 48
4.4.3.4. Extracdo do pigmento residual .......cccceeeeeiiiiiie i 48

4.4.4. Efeitos do HPP na concentragdo e na estabilizacdo de betalainas de extratos de

talos de beterraba vermelha........cccccoiiiiii 49

4.4.4.1. Preparo da @mMOStra...cccceeeeeeeeeeiiiieieee e e e e eciteeree e e e eerrreeee e e e eeeanraaaeeeeeeeeenrraaaees 49



0 W B Y o] [ ot [ o o [N 1 o TSP SURPRRPNt 50
4.5. Tratamento Térmico aplicado em Alta Temperatura por Curto Tempo (HTST): estudo
dE ESEADIIIAUE ..ce ittt e e st saa e e sabe e ebaeesanes 50
4,5.1. Preparo da @moOSIra........ccccceeee et aae e e e e e e ean 50
4.5.2. Determinac¢do da Temperatura Efetiva do Tratamento (Teff).....ccoeeeeecrereerinnnennn. 52
4.5.3. Efeitos do tratamento térmico HTST na concentragdo e na estabilidade de
betalainas de extratos de talos de beterraba vermelha.......ccccooviiiviiiiiiiinieiieiee e, 53
4.6. Clarificacdo e Estabilizagdo: microfiltragdo e ultrafiltragdo ......cccceceveveveviiiiinieiniienns 53
4.6.1. Y =T 001 o T =Y o L O USRS PURUORPO 55
4.6.2. Sistema de MeMDBIranas..... ..o vviiii i 55
4.6.3. Compactacao das MEMDIraNas ......ceeccecciiiiieeee e e e e e e e e 57
4.6.4. Determinacdo do fouling através da permeancia hidraulica............ccveeeiuneennn. 58
4.6.5. Limpeza das MemMBIranas.........cccueeieiccieie e et eeesire e et e e s sre e e e eearaessnaaeeeans 58
4.6.6. Limpeza da unidade de membranas ..........ccccciiiieiee e e 59
4.6.7. Testes Preliminares de ClarifiCaga@0......uuiiiiiecciiiiie e 59
4.6.7.1. Preparo das amostras para extragdo do SUMO .......ccceeeeeevieeeenieeeeeeiieeeesieeee e 59
4.6.7.2. Determinacdo da pressdo de OPEragan .....ccccccvvveeeeeceeeeeiiiveeeeeirreeesereeeeesssneeesnnns 60
4.6.7.3. Padronizacao da solucdo de alimentagao......cccceeeecciiiiieee e 60
4.6.7.4. Tempo de processo versus degradacdo de betalainas...........ccoueeeevciveecciieneenns 61
4.6.7.5. Comparacdo do comportamento do fluxo permeado de MF batelada e MF/DF62
4.6.8. Clarificacdo do extrato de beterraba vermelha utilizando MF em batelada seguida
[0 gl U 1 ST PO OO TSP P RS RRPOR 62
4.6.8.1. Microfiltracdo do extrato dos talos de beterraba........cccccceeveeeiiieeieiiincceee. 63
4.6.8.2. Ultrafiltracdo do extrato microfiltrado ........cccceeiiieiiiiiii e, 63
4.6.9. Clarificacdo do extrato de beterraba vermelha utilizando MF/DF seguida por
U ettt ettt ettt et ettt sttt e st e e e e te e e e be e e ehe e e eaat e e sbe e e e bee e ebee s ebaesaateenabaeenanaeenares 64
4.7. ANALISE ESTALISTICA. eevveerrieriie ittt ettt et s e e ste e e sbte e st e et a e e be e e aaee e 65
5. Resultados € diISCUSSE0 ......ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 66



5.1. Avaliacdo da aplicabilidade dos talos de beterraba vermelha como fonte de
o1y | 11 - LSOO OO PR 66
5.1.1. Determinagdo do percentual massico de bulbo, folhas e talos na planta beterraba
VEIMMEING ... et s st s e st st e e e te e e sht e e s abe e e saeeesabaeebbeenares 66
5.1.2. Concentragdo de betalainas nos extratos obtidos de talos e nos bulbos de
beterraba VErmMeElNa ... e 68
5.1.3 Avaliacdo do rendimento da extracao do sumo dos talos de beterraba............ 69
5.1.4. Avaliacdo da degradacdo das betalainas presentes nos talos e nos extratos
submetidos ao armazenamento sob refrigeragdo......cccvviiiiveeiiiciiie e, 71
5.2. Processamento por Alta Pressao: estudo de extracao e estabilidade........................ 73
5.2.1. TESEE INICIAl.cetieieeeiieeeiee et e sb e e be e sbae e 74
5.2.2. HPP - Testes Preliminares. ...ttt ee st esaee e s nnee e 77
5.2.2.1. Verificacdo do efeito do HPP na atividade de PPO sem utilizacdo de calor........ 77
5.2.2.2. Efeito da redugdo da atividade de PPO na estabilidade de amostras tratadas com
L | o] O TSRS PTRROPPPOP 79
5.2.2.3. Tempo e pressao de proCesSameENtO .........ueeeeeeieeciriieeeeeeeeieicrreeeeeeesseesrssreeeeesenens 80
5.2.2.4. Extracao do pigmento residual .......cooccciiiiiiii i 83
5.2.3. Aplicacdo do HPP: efeitos na concentracdo e na estabilizacdo de betalainas de
extratos de talos de beterraba vermelha........cccoiiiiiiiinii 85
5.3. Tratamento Térmico aplicado em Alta Temperatura por Curto Tempo (HTST): estudo
dE EStADIIAAUE ..co it e st saa e sabe e ebaeesans 89
5.3.1. Determinac¢do da Temperatura Efetiva de Tratamento.........cccoccvveeevcveeeecnnnenn, 89
5.3.2. Efeitos do tratamento térmico HTST na concentracdo e na estabilidade de
betalainas de extratos de talos de beterraba vermelha.........cccoccvveciieiciiececceece e, 90
5.4. Clarificacdo e Estabilizagdo: microfiltragdo e ultrafiltracdo ........cccccevevcceeeeccieeeeennen, 95
54.1. Testes PrelimMiNares ... e e e e rtrr e e s e e e s earaae s 95
5.4.1.1. Compactacdo das Membranas ......ccccceeeciiieiiicieee et 96
5.4.1.2. Determinacado da pressao de OPEragao .....ceueeecuriireeeeeeeecrrrieeeeeeeeerernreeeeeeeeens 97
5.4.1.3. Padronizacao da solucdo de alimentagao........cccccciviireeeieiicciiiieee e 98

5.4.1.4. Tempo de processo versus degradacdo de betalainas........cccocveeeciiieiiiciennnnnns 101



5.4.1.5. Comparacdo do comportamento do fluxo permeado de MF batelada e
VI /DF ettt st st sttt h et he bt bbbt bbbt e a e be et ene et ebe s 103
5.4.2. Clarificacdo do extrato de beterraba vermelha utilizando MF em modo batelada
seguida POr URFafiltraga0 ......cuieee it e e e satre e e s aneeeeanes 106
5.4.2.1. Microfiltracdo do extrato em modo batelada..........ccccceeeereieciiieeeee e, 106
5.4.2.2. Ultrafiltracao do extrato microfiltrado em modo batelada.........cc...cc..uuuneee. 111
5.4.3. Clarificacdo do extrato de beterraba vermelha utilizando MF/DF seguida por
U USRS P TP PP UPROPRIP 116
5.4.3.1. Microfiltracdo do extrato em modo diafiltragdo ......ccccccvveveciiieiicciieeccieee s 116
5.4.3.2. Ultrafiltracao do extrato microfiltrado em modo diafiltracado.......................... 121
5.4.4. Analises fisico-quimicas dos extratos de talos de beterraba vermelha............ 124
5.4.5. ANGLISE 8 CON ittt ettt e sbee e 126
5.4.6. Atividade Enzimatica — Peroxidase (POD) .........ccooveevunrereeeeeeeiiiineeeeeeeeeeivvveeeen 127
5.4.7. Estabilidade das betalainas nos extratos — taxa de degradacao....................... 131
5.4.8. Balangos de massa para betalainas ao longo do processo de clarificacdo ....... 135
5.4.8.1. Preparo da amOStla. . i icieeeeeciiieeeeieeeeesiree e seteeeessbae e e e ertaeeesereeeesnntaaeeeanns 136
5.4.8.2. EXtragao pPor €SMAgamMENTO ...c.uuueeeeeeeiiiiiiiiieeeeeseesiiireeeeeeesssnsnnrnreeesessssssnsenneees 136
5.4.8.3. Clarificacdo - MF em modo batelada e UF ..........ccccviieeeeiiieecieeeeee e, 138
5.4.8.4. Clarificacdo —MFem modo DF @ UF .......ccoviiiiiiiiiieeeeee e 139
B.  CONCIUSBES ...ttt e e 142

Referéncias BibliografiCas ...........coooiiiiiiiiii e 145



1. Introducao

O desperdicio de alimentos é visto nos dias de hoje como um problema
que transcende o preparo em quantidades excessivas ou 0 armazenamento
inadequado. O desperdicio também contempla o que ocorre quando partes
consideradas menos nobres dos alimentos sao tratadas como residuos, sem que

a qualidade nutricional e/ou funcional dessas partes seja valorizada.

A utilizacdo dos residuos agroindustriais permite a redugcdo de material
descartado no meio ambiente, contribui para uma exploracdo de recursos
naturais menos danosa ao planeta, favorece a redug¢ao do custo de producao
por meio da substituicdo de fontes mais nobres, além de representar uma

responsabilidade social.

Dentre os residuos de alimentos, encontram-se os residuos vegetais, os
quais podem ser compostos de talos, cascas, sementes, folhas, bagacos ou
qualquer outro derivado do vegetal que difere da parte principal utilizada como
alimento. Contudo, estudos mostram que partes consideradas menos nobres
podem ser subprodutos com potencial para utilizacdo como fonte de nutrientes

e compostos funcionais.

Os talos de beterraba sdo um exemplo de um residuo ainda muito pouco
explorado pela industria alimenticia. Geralmente, os talos de beterraba séo
utilizados apenas como complemento da alimentagcado animal ou como fertilizante
organico. Quando os talos de beterraba sao utilizados como fonte de pigmentos
naturais, eles deixam de ser um residuo da agroindustria e passam a ser um

subproduto com valor agregado.

Os pigmentos presentes nos bulbos e talos de beterraba sdo conhecidos
como betalainas, as quais sao responsaveis pela sua intensa coloragao
vermelho-violeta. Um fator que dificulta a utilizagdo destes pigmentos é a sua
grande tendéncia a degradacgao a partir do momento em que s&o extraidos, em
decorréncia do rompimento do tecido vegetal. Desta forma, para a extragédo
destes pigmentos deve-se levar em consideragao fatores que contribuem para a
sua estabilidade, visando reduzir, assim, sua degradacao. A estabilidade das

betalainas esta relacionada a fatores endégenos, como a presenca de enzimas



e metais, além de fatores associados ao ambiente, tais como temperatura,

oxigénio, luz, pH, entre outros.

Para melhorar a estabilidade desses pigmentos, o processamento precisa
reduzir a presenga de compostos relacionados aos fatores enddégenos e
minimizar a ocorréncia dos fatores relacionados ao ambiente sem expressivas
reducdes no teor de betalainas. Uma das tecnologias que esta em crescimento
€ o processamento com alta pressdo. Essa tecnologia, diferente de muitas
tecnologias convencionais da industria alimenticia, ndo requer a utilizagao de
reagentes quimicos, ndo produz alta quantidade de efluentes e esta sendo

aplicada com o intuito de manter os compostos funcionais presentes no alimento.

O tratamento térmico € um processamento frequente na industria
alimenticia. Contudo, o tratamento térmico com alta temperatura em um curto
periodo de tempo, conhecido como tratamento térmico HTST (do inglés High
Temperature Short Time), pode apresentar os beneficios solidificados pelo
tratamento convencional, mas com algumas modificagbes que diminuem o
impacto da tecnologia nos compostos de interesse. Este processamento pode
ser uma alternativa para os extratos de talos de beterraba vermelha visando
minimizar os fatores que afetam negativamente a estabilidade e reduzindo a

degradagao das betalainas durante o tratamento térmico HTST.

Uma outra forma de aumentar a estabilidade das betalainas € purificar o
extrato onde ela se encontra. Visando a manutencao do teor de betalainas, os
processos de separagdo por membranas (PSM) sdo uma alternativa de
clarificagdo aquela tradicional que utiliza agentes clarificantes e aplicagdo de

calor.

Os PSM sao utilizados no fracionamento de misturas, solucbes e
suspensdes envolvendo espécies de tamanho e natureza quimica distintas.
Esses processos contribuem para a produgao de alimentos com alta qualidade

e com minimas alteragdes estruturais, nutricionais e de sabor.

Considerando a alternativa de utilizacao dos talos de beterraba vermelha
como fonte de betalainas para aplicagdo como corante natural, o projeto de
doutorado contempla quatro estudos principais: a avaliagdo da utilizagdo dos
talos de beterraba vermelha como fonte de betalainas; o emprego do



processamento por alta pressao para aumentar a extracdo de pigmentos e
melhorar a estabilidade dos mesmos; a aplicagcdo do tratamento térmico HTST
como alternativa para aumentar a estabilidade dos extratos e realizar uma
comparagao com as outras tecnologias estudadas; e, por fim, a clarificagao do
extrato de talos de beterraba vermelha por meio de PSM, aplicando inicialmente
microfiltragcdo, operada nos modos batelada e diafiltragdo, seguida por
ultrafiltragao.



2.Objetivos

Neste capitulo estdo descritos os objetivos que foram propostos para o

desenvolvimento deste estudo.

2.1.0bjetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho € estudar a viabilidade técnica do

aproveitamento das betalainas contida nos talos de beterraba vermelha, por

meio de processos de extracdo, clarificacdo e estabilizacdo, visando sua

utilizacdo como corante natural.

2.2.0bjetivos especificos

Para que seja possivel alcangar o objetivo geral, os seguintes objetivos

especificos sdo propostos:

avaliar a possibilidade de utilizacdo dos talos de beterraba vermelha como
fonte de betalainas, através da quantificacdo deste composto no extrato
obtido sem aplicagéo de calor ou solventes orgéanicos;

estudar os efeitos do processamento por alta pressdo (HPP) no
rendimento de extracdo e no aumento da estabilidade do extrato;
estudar os efeitos do tratamento térmico aplicado em altas temperaturas
por curto tempo (HTST) na estabilidade do extrato;

estudar o processo de clarificacdo do extrato utilizando processos
combinados de micro e ultrafiltracdo em um sistema com temperatura e
exposic¢ao a luz controladas;

comparar os resultados obtidos em cada processo a fim de sugerir uma
estratégia para a extragdo das betalainas dos extratos de talos de
beterraba vermelha.



3. Revisao Bibliografica

Neste capitulo s&o apresentados os fundamentos tedricos e uma revisao
das informacgdes presentes na literatura relacionada aos assuntos discutidos
neste estudo. Estas informacbes permitem uma melhor compreensdo dos
objetos envolvidos e foram utilizadas como base para o desenvolvimento do
trabalho. Os tépicos abordados neste capitulo contemplam a matéria-prima
utilizada, a qual €& proveniente de residuos da industria, e 0s processos
envolvidos na extracao, clarificacdo e estabilizacdo de um extrato rico em

betalainas, bem como as particularidades desses pigmentos naturais.
3.1.Aproveitamento de Residuos Agroindustriais

O desperdicio de alimentos, além de indicar um mal-uso de recursos,
também implica em problemas ambientais e econbémicos, tornando-se um
desafio moral para a sociedade (Mirabella et al., 2014). Apesar de
tradicionalmente serem tratados como um problema, os subprodutos do
processamento de alimentos estdo cada vez mais sendo utilizados como fontes
de produtos com valor agregado, tais como pigmentos naturais e compostos
fendlicos (Vuli¢ et al., 2012).

Na literatura, encontram-se estudos que avaliaram a utilizacdo de
subprodutos da agroindustria como fonte de aditivos alimentares ou substitutos
de matérias-primas mais nobres. A revisdo apresentada por Ayala-Zavala et al.
(2011) analisa as potenciais utilizagdes de subprodutos de frutas tropicais
exoticas como antioxidantes, antimicrobianos, corantes, aromatizantes e
agentes espessantes. Dorta et al. (2014) estudaram a utilizagdo do residuo do
processamento da manga (cascas e carogos) como um ingrediente funcional na
industria alimenticia. Segundo os autores, este residuo pode representar até

60% em massa da fruta.

A utilizagao integral dos alimentos (talos, cascas, sementes, entre outros)
€ uma alternativa para enriquecer a alimentacdo diaria com nutrientes e
compostos funcionais, possibilitando maior ingestado de fibras, vitaminas, sais
minerais e, principalmente, compostos bioativos (Wootton-Beard e Ryan, 2011).

O consumo de farinha de beterraba como forma de enriquecimento nutricional e



ingestdo de compostos bioativos € uma das alternativas apresentadas na
literatura. Oliveira et al. (2013) avaliaram a composi¢cao quimica, a concentragéo
de minerais e o poder antioxidante da farinha de beterraba, bem como a
aceitacdo dos consumidores de dois produtos com adi¢cdo desta farinha. Os
autores observaram que a farinha de beterraba apresentava em torno de seis
vezes mais calcio e magnésio que a farinha de trigo, além de apresentar uma
quantidade representativa de potassio (2433 mg/100 g de farinha de beterraba).
Em relacdo aos testes de aceitagdo, os produtos desenvolvidos (cookies e
frozen), foram aceitos pelos consumidores e os mesmos indicaram, ainda, a

intencdo de consumo continuado destes produtos.

A substituicio de compostos sintéticos presentes em alimentos
processados por compostos naturais €, também, alvo frequente das pesquisas
desenvolvidas no mundo; estudos envolvendo a substituicdo de corantes
sintéticos por corantes naturais sdo um exemplo destas pesquisas. A partir da
crescente rejeicao aos corantes sintéticos, a produgao de substitutos naturais
provenientes de materiais que até entdo eram considerados residuos da
producao agroindustrial € uma alternativa emergente. Além da minimizagcéo da
geracéao de residuos, este reaproveitamento pode, em alguns casos, enriquecer
o produto através do aumento de componentes funcionais (Vuli¢ et al., 2012;
Shui e Leong, 2006).

Ao avaliar o reaproveitamento de residuos agroindustriais como
substitutos de corantes sintéticos, a abordagem de questdes sobre a
estabilidade dos corantes naturais e a aceitacdo do consumidor aos produtos
com adicdo destes corantes sdo fundamentais. No estudo realizado por
Kaimainen et al. (2015), corantes naturais obtidos do bulbo da beterraba
vermelha foram avaliados quanto a estabilidade e a aceitacdo pelos
consumidores e comparados a outros corantes a base de antocianinas. Os
autores concluiram que o corante natural em po, obtido por atomizagao, possui
a estabilidade necessaria para uma longa vida de prateleira e sua utilizagédo

como corante alimenticio é satisfatdéria aos consumidores.

A producdo de corantes naturais provenientes de residuos requer o
desenvolvimento de processos eficientes e capazes de manter os pigmentos

com caracteristicas adequadas para sua utilizacdo em alimentos. Este
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desenvolvimento esta diretamente ligado as tecnologias que precisam ser

empregadas e adaptadas ao processamento.

Dentre as tecnologias tradicionais para o aproveitamento de residuos
agroindustriais, podem-se citar, por exemplo, a extragdo com auxilio de
solventes organicos e o tratamento térmico. Outras tecnologias consideradas
emergentes, entretanto, estdo cada vez mais sendo utilizadas na ciéncia e
processamento de alimentos; algumas destas tecnologias sdo: a secagem por
radio frequéncia, a desidratagao eletro osmatica, o tratamento com plasma de
baixa temperatura, a aplicagao de alta pressao hidrostatica, a extracao assistida
por ultrassom, a ablagdo a laser, a aplicagdo de descarga elétrica de alta
voltagem, a aplicacdo de campo elétrico pulsado, a aglomeragdo em leito
fluidizado pulsado e a nanotecnologia (Galanakis, 2013). Além das tecnologias
citadas, os PSM também vém sendo, cada vez mais, aplicados ao
processamento de alimentos, apresentando diversas vantagens quando

comparados aos processos tradicionais.

A escolha da tecnologia mais adequada para o reaproveitamento de
compostos presentes em diferentes residuos, entretanto, exige um

conhecimento profundo sobre a matéria-prima a ser utilizada.
3.2.Beterraba

A beterraba (Beta vulgaris L.) € uma das principais hortalicas cultivadas
no Brasil; ao longo da década de 2000 foi observado um crescimento na
demanda brasileira para o consumo de beterrabas in natura, bem como do
numero de beterrabas utilizadas na fabricagdo de conservas industriais,
alimentos infantis e corantes (aplicados em sopas desidratadas, iogurtes e
molhos ketchups) (Tivelli et al., 2011). Em 2006, cinco estados produtores
totalizaram mais de 75% da quantidade de beterrabas produzida no pais: Parana
(20,0%), Séo Paulo (17,0%), Minas Gerais (15,5%), Rio Grande do Sul (15,0%)
e Bahia (8,0%) (Tivelli et al., 2011). A Figura 3.1 apresenta uma fotografia de

beterrabas inteiras e suas partes separadas: folhas, talos e bulbos.



Fonte: Autor

Figura 3.1 — Beterrabas vermelhas (Beta vulgaris L.) inteiras (a) e suas partes

formadoras: talos (b), bulbos (c) e folhas (c)

A beterraba é um produto recorrente em trabalhos cientificos por
apresentar um alto nivel de antioxidantes biologicamente acessiveis e conter
outros compostos primordiais para a saude humana, tais como potassio,
magnésio, acido fdlico, ferro, zinco, calcio, fosforo, sodio, niacina, biotina,
vitamina B6 e fibras soluveis. A composi¢ao centesimal do bulbo da beterraba

vermelha, em base umida, esta apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Composigao centesimal do bulbo da beterraba vermelha, em base

Umida

Carboidratos  Fibras brutas  Proteinas Lipidios Cinzas Umidade

(9) (9) (9) (9) (9) (%)
11,1 3.4 1,9 0,1 0.9 86,0

Fonte: adaptado de Taco (2011)

Georgiev et al. (2010) identificaram os compostos fenodlicos acido 4-
hidroxibenzéico, acido clorogénico, acido caféico, hidrato de catequina e
epicatequina em extratos de betalainas retirados do bulbo de beterraba da
variedade Detroit Dark Red.

No estudo desenvolvido por Vuli¢ et al. (2012) foi analisada a composigao

fendlica de bagagos de bulbo de beterraba das variedades conhecidas como



Cardeal-F1, chata do Egito, Bicor e Kestrel. Os autores verificaram a presenca
dos seguintes compostos fendlicos: acido ferulico, acido vanilico, acido 4-
hidroxibenzdico, acido caféico e acido protocatecuico. Nas quatro variedades
analisadas por esses autores, o acido ferulico mostrou-se como o composto
fendlico mais abundante, com concentragées variando de 0,850 + 0,040 mg/g de
massa seca de bagaco de beterraba, na variedade chata do Egito, até 1,200 +
0,052 mg/g, na variedade Bicor. Wootton-Beard e Ryan (2011) afirmam que o
consumo de polifendis acarreta em multiplos beneficios a saude e sugerem a
ingestao de suco de beterraba como fonte de compostos fendlicos. Além disso,
o vegetal completo pode ser considerado como uma fonte rica de compostos
polifendlicos (Wootton-Beard e Ryan, 2011).

A parte aérea do vegetal, constituida de talos e folhas, possui uma maior
quantidade de ferro, potassio, sédio, vitamina A e vitaminas do complexo B do
que as raizes, reforcando a importancia do aproveitamento dessas partes para

a alimentagao humana (Tivelli et al., 2011).

Além de todos os beneficios proveniente da composi¢cdo nutricional da
beterraba vermelha, e da presenga dos compostos fendlicos, os pigmentos
naturais presentes nesta planta sdao, também, componentes funcionais,
apresentando aplicagdo na industria alimenticia. Os pigmentos naturais
responsaveis pela coloracdo vermelho-violeta da beterraba sao as betalainas
(Stintzing e Carle, 2007), cujas caracteristicas serdo apresentadas no item a

seqguir.
3.3.Betalainas: pigmentos naturais presentes na beterraba

A beterraba vermelha é a fonte mais comum de betalainas; contudo, é
frequentemente subutilizada uma vez que apenas seu bulbo, considerado a
parte mais importante da planta, € empregado como alimento, assim como fonte
de pigmentos e de enzimas (Stintzing e Carle, 2008a; Rudrappa et al., 2005). Os
talos e as folhas da planta ndo sdo amplamente usados, sendo, na maioria das
vezes, descartados como residuos. No estudo desenvolvido por Koubaier et al.
(2014), entretanto, foi encontrado teor de fendlicos totais maior no extrato de
talos do que no extrato proveniente de bulbos. Adicionalmente, os autores
também observaram que o extrato de talos de beterraba vermelha apresentou



quantidades consideraveis de betalainas, entre betacianinas e betaxantinas, e

atividade antioxidante.

Os pigmentos de origem bioldgica sao intensamente pesquisados devido
ao seu potencial de aplicacdo e aos beneficios a saude humana. As betalainas
sdo uma familia de pigmentos presentes em plantas da ordem Centrospermae
(Caryophyllales); sua classificagdo, conforme sua estrutura quimica, € de
compostos N-heterociclicos; sao hidrossoluveis e encontrados como
betacianinas (vermelho violeta) e betaxantinas (amarelo) (Escribano et al.,
1998). A fonte mais comum de betalainas é a beterraba vermelha (Beta Vulgaris
L) e a betalaina majoritaria nesse vegetal € a betanina, um tipo de betacianina
(Manchali et al., 2012). Além da beterraba vermelha, betalainas podem ser
encontradas em outros vegetais como amaranto, acelga, pera de cactos e pitaia
(Stintzing e Carle, 2008a).

Stintzing e Carle (2007) reportam que, até o ano de 2007, foram
identificadas, na natureza, cerca de 55 estruturas de betalainas, incluindo
betacianinas e betaxantinas. Os autores consideraram este numero bastante
modesto, quando comparado a outros pigmentos, como as antocianinas, as
quais apresentavam em torno de 550 estruturas identificadas até aquele

momento.

Apesar de apresentarem coloracées semelhantes as plantas que
possuem antocianinas, diferentemente destas, a coloracdo dos compostos ricos
em betalainas n&o é afetada pelo pH do meio (Stintzing e Carle, 2007). A
estabilidade da coloracdo em um meio com pH no intervalo entre 3 e 7 torna
particularmente adequada a aplicagao de betalainas para uma ampla faixa de
alimentos acidos e neutros (Stintzing e Carle, 2007). Dessa forma, as betalainas
podem ser uma alternativa para substituir as antocianinas como corante natural
em uma vasta gama de produtos alimenticios (Stintzing e Carle, 2004). Segundo
Gongalves et al. (2012), o extrato de betalainas retirado da beterraba vermelha
€ utilizado amplamente como corante natural em produtos lacteos, bebidas e

doces.

Segundo Stintzing e Carle (2008a), a betalaina presente em maior
quantidade na beterraba vermelha € a betanina, seguida pela isobetanina e pela
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prebetanina. Os autores também afirmam que a beterraba vermelha possui,

ainda, em menor quantidade, as betaxantinas Vulgaxantina | e Vulgaxantina I

Na Figura 3.2 estdo apresentadas as estruturas do acido betalamico, bem
como a estrutura base das betaxantinas e betacianinas. Na mesma figura estao
apresentados alguns exemplos de substitui¢des para os radicais e os respectivos

compostos formados com essas substitui¢coes.

(A) Acido Betaldmico (B) Betaxantinas
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Fonte: adaptado de Herbach et al. (2006).
Figura 3.2 — Estruturas quimicas do acido betalamico (A), betaxantinas (B) e

betacianinas (C), com algumas possiveis substituicbes para os radicais

A presencga de betalainas possibilita outras vantagens, além da coloragao
vermelha, podem atuar com propriedades de atividades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antimicrobiana, hepatoprotetoras e propriedades antitumorais
(Gengatharan et al., 2015; Georgiev et al., 2010).

As betalainas resultantes da concentragcdo de sumos ou de pés do bulbo
da beterraba vermelha, entretanto, podem apresentar um sabor indesejavel e
maus odores, que lembram o aroma de terra umida (Georgiev et al., 2010;
Stintzing e Carle, 2007; Azeredo, 2009). O alto teor de nitrato e derivados de

pirazina e geosmina, responsaveis por esses aspectos indesejaveis e pela
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formacéao de nitrito e de nitrosaminas, torna necessaria a redu¢cao dos mesmos

por meio da desnitrificagdo microbiana (Stintzing e Carle, 2008a).

Devido a essa caracteristica indesejavel, o teor de geosmina, em
alimentos a base de beterraba, foi alvo de alguns estudos (Lu et al., 2003; Lu et
al., 2002; Tyler et al., 1978). No estudo realizado por Tyler et al. (1979), foram
avaliadas as caracteristicas sensoriais da presenga de geosmina em sucos de
beterraba. Os autores observaram que o limiar para a percepgdo de geosmina
no suco de beterraba é de 5,8 ug/g; sendo este liminar 35 vezes maior do que o

da agua destilada.

O tratamento térmico € também utilizado para reduzir parcialmente os
efeitos da geosmina nas caracteristicas sensoriais dos produtos a base de
beterraba. Além disso, ha uma patente que utiliza a ultrafiltracdo como forma de
remogao da geosmina (Stintzing e Carle, 2008a), da companhia Henkel (Behr et
al.,1984). Nao foi avaliada a presencga de geosmina no presente trabalho. Porém,
a clarificagdo do extrato de talos de beterraba vermelha foi realizada utilizando o
processo de ultrafiltracdo, o que pode ter, também, contribuido para a remocgao

da geosmina presente no extrato.

3.3.1. Estabilidade das Betalainas

As betalainas tornam-se propensas a degradagao a partir do momento em
que sao extraidas, com o rompimento do tecido vegetal (Stintzing e Carle,
2008a). A degradacao desses pigmentos durante a extragao, portanto, ja foi alvo
de alguns estudos presentes na literatura, como os desenvolvidos por Cardoso-
Ugarte et al. (2014) e Loginova et al. (2011), que estudaram a aplicagcéo de
extracdo de betalainas da beterraba vermelha assistida por micro-ondas e por

campo elétrico pulsado, respectivamente.

A estabilidade das betalainas esta relacionada com fatores endogenos,
tais como a atividade de enzimas, como a polifenoloxidase, a peroxidase e a (3-
glicosidase, e complexagcao metal-pigmento, e com fatores relacionados as
condi¢cdes do processo de extracao, tais como a temperatura, a presenca de
oxigénio e o pH (Azeredo, 2009; Stintzing e Carle, 2008a). Conhecer as
condicdes de processamento do alimento e, principalmente, as possibilidades de
modificagdo destes sdo questdes essenciais para a manutengdo do pigmento
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natural, permitindo a menor degradacao possivel destes compostos ao longo do

processamento.

O pH do meio em que as betalainas estdo presentes também influencia
na estabilidade desses pigmentos. A literatura apresenta estudos indicando que
as betalainas estdo mais estaveis em pH entre 3 e 7 (Herbach et al., 2006;
Stintzing e Carle, 2004). Logo, pHs extremamente acidos (abaixo de 3) e pHs de
neutros até alcalinos (acima de 7) podem induzir as betalainas a degradagéo.
Em outros estudos, a betanina mostrou-se mais estavel em pH entre 5,5 e 5,8
(Huang e von Elbe, 1987; Saguy, 1979).

A temperatura pode ser considerada o fator que tem maior influéncia na
estabilidade das betalainas, uma vez que calor € empregado tanto no
processamento quanto no armazenamento do alimento (Herbach et al., 2006).
Assim, o comportamento desses pigmentos naturais quando submetidos a
tratamentos térmicos e ao armazenamento/manipulacdo a altas temperaturas
sdo constantemente reportados na literatura. Ravichandran et al. (2013)
estudaram a influéncia de alguns processos térmicos no teor de betalainas e na
atividade antioxidante em bulbos de beterraba vermelha. Os autores observaram
que, quando pequenos pedacos de bulbo de beterraba vermelha foram
submetidos ao tratamento térmico via imersdo em agua a 80 °C, 180 s, o teor de

betacianinas diminuiu 51% em relagédo a sua concentragao inicial.

Durante o processamento, estudos sugerem que ocorre degradacgao
consideravel do pigmento quando o processo é aplicado em temperaturas a
partir de 50 °C. A Tabela 3.2 apresenta a influéncia da temperatura (tratamento

térmico) na concentracao de betalainas de suco de beterraba a pH 5,8.

Tabela 3.2 - Influéncia da temperatura no tempo de meia-vida (min) de betanina

em suco de beterraba com pH 5,8

Temperatura (°C)
61,5 75,5 85,5 100,0
Tempo de meia-vida (min) 154,3 47 .4 21,7 7,3

Fonte: adaptado de Saguy (1979).

Com auxilio da Tabela 3.2, observa-se um aumento da degradacéao

térmica da betanina, através da diminuicdo do tempo de meia-vida, com o
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aumento de temperatura. Quando os autores aumentaram a temperatura de
61,5°C para 755°C, o tempo de meia-vida da betanina reduziu
aproximadamente 69%. Logo, € de suma importancia a redugdo/adequacéo das
condicdes de temperatura e tempo de processamento do tratamento térmico

visando a diminuicdo de danos ao extrato e aos pigmentos.

Cejudo-Bastante et al. (2014) avaliaram a utilizagado de Ulluco (Ullucus
tuberosus), vegetal amplamente cultivado na regidao andina da América do Sul,
como fonte de betalainas. Os autores verificaram a influéncia do pH (4, 5e 6) e
da temperatura (4, 20 e 80 °C) a fim de determinar as condi¢bes ideais de
armazenamento e os tratamentos tecnoldgicos possiveis quando o extrato do
vegetal era empregado como corante alimenticio. Os autores observaram que o
Ulluco pode ser utilizado como fonte de betalainas visando a aplicagcdo como
corante natural, destacando, entretanto, a necessidade de mais estudos com
este vegetal, principalmente com relagdo as caracteristicas quimicas das

betalainas provenientes do Ulluco.

As betalainas também sao suscetiveis a degradagao quando expostas a
luz; essa degradagao ocorre pela absorgcéo da luz que ocasiona uma excitagao
nos elétrons dos cromoforos das betalainas, elevando estes elétrons para um
maior nivel energético e deixando a molécula mais reativa ou com sua energia
de ativacao reduzida (Herbach et al., 2006; Jackman e Smith, 1996). Outro fator
que influencia na degradagao das betalainas é o oxigénio, sendo que na sua
auséncia esses pigmentos naturais tornam-se mais estaveis (Manchali et al.,
2012; Damodaran et al., 2008).

A interacdo de fatores ambientais pode acelerar a degradagdo das
betalainas: a oxidacdo pode ser acelerada na presencga de luz, por exemplo
(Gongalves et al., 2012; Kanner et al., 2001). A Tabela 3.3 apresenta os valores
de tempo de meia-vida da betanina (em min) em fungdo da presencga/auséncia
de oxigénio e do pH de uma solugado aquosa aquecida a 90 °C com concentragao
inicial de 0,25mM (=137,5 mg/L), reportado por Huang e von Elbe (1987).
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Tabela 3.3 — Tempo de meia vida de betanina submetida a 90 °C em diferentes

pH e atmosferas

Valores de tempo de meia-vida de betanina (min)

pH Nitrogénio Oxigénio
3,0 56 £ 6 11,3+ 0,7
4,0 115+ 10 23,3+1,5
5,0 106 £ 8 22,6+0,8
6,0 41+4 12,6 £ 0,8
7,0 48+0,8 3,6+0,3

Fonte: adaptado de Huang e von Elbe (1987).

Huang e von Elbe (1987) observaram que o tempo de meia vida da
betanina submetida a atmosfera de oxigénio, juntamente com aquecimento, foi
menor em todos os valores de pH avaliados. Além disto, os pHs 4,0 e 5,0 foram
aqueles que apresentaram os maiores valores de tempo de meia-vida em ambas
as atmosferas, sendo esta, portanto, a faixa de pH que apresentou a menor

degradagao do pigmento.

Antioxidantes podem ser adicionados aos alimentos quando esses
possuem compostos altamente suscetiveis a degradacédo. A utilizagdo de
antioxidantes, como o acido iso-ascorbico e o acido ascorbico, pode auxiliar na
estabilidade das betalainas, principalmente na presenca de quelantes como o
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e o acido citrico. Entretanto, a
utilizacao de antioxidantes fendlicos que impedem a auto-oxidagao da cadeia por
radicais livres, como BHA (2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-
hidroxianisol) e catequina ndo sdo adequados, uma vez que esse tipo de

antioxidante n&o influencia na estabilidade da betanina (Damodaran et al., 2008).

Além dos fatores ambientais, os fatores endégenos também exercem
ampla influéncia na estabilidade das betalainas. Os fatores internos que afetam
a estabilidade das betalainas sao primordialmente a agdo das enzimas,
representadas na sua maioria pelas (B-glicosidases, as polifenoloxidases e as
peroxidases (PODs). PODs sao protoenzimas classificadas como oxiredutoras e

estdo presentes principalmente nos vacuolos das células vegetais (Yong, 2014;
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Neelwarne e Rudrappa, 2012). As PODs presentes nas plantas sé&o
monomeéricas, com massa molar em torno de 40 — 45 kDa, exibem pH &étimo
entre 4,0 e 6,0 e sdo consideradas as enzimas mais termoestaveis presentes no

tecido vegetal (Damodaran et al., 2008).

Quando a POD esta fora do “sistema da planta” pode catalisar a
desidrogenagcdo de uma gama de compostos fendlicos, aminas aromaticas e
hidroquinonas. Apesar de nem todas as fung¢des da peroxidase estarem
completamente compreendidas, estudos apresentados na literatura sugerem
que este tipo de enzima pode destruir pigmentos naturais, particularmente

betalainas provenientes de beterraba vermelha (Damodaran et al., 2008).

A beterraba vermelha é rica em POD e betacianinas sdo mais suscetiveis
a degradagao por enzimas que betaxantinas. Portanto, o controle da atividade
da POD contribui para a manuteng¢ao das betalainas vermelhas no extrato. A
atividade da POD ¢ dependente principalmente da temperatura, pH, atividade de
agua e exposigao a luz (Yong, 2014; Neelwarne e Rudrappa, 2012).

Liu et al. (2008) estudaram a inativacdo da POD de extrato de bulbo de
beterraba (pH 5,83) com variagdo da temperatura e do pH. Os autores
observaram atividade residual (RA) de POD de 78,3% apds o tratamento térmico
a 55°C por 60 min. Comportamento similar foi encontrado no estudo
desenvolvido por Rudrappa et al. (2005), onde foi investigada a estabilidade de
extrato de beterraba vermelha em diferentes pHs (4, 6, 7 e 9) e temperaturas
(50, 60 e 70 °C). Os autores observaram reducgao da atividade de POD menor
que 40% nos extratos com pH 6, tratados nas temperaturas de 50 e 60 °C
durante 40 min. Esses estudos mostraram que os tratamentos térmicos
moderados utilizados ndo foram suficientes para inativar a POD quando

aplicados em curtos periodos de tempo.

No estudo de Liu et al. (2008), os autores estimaram que o tempo de
reducdo decimal (D) da inativagdo da POD foi de 555,56 min na temperatura de
55 °C. Ou seja, sdo necessarios mais de 550 min de tratamento a 55 °C para
que a atividade residual da POD seja apenas de 10%. Entretanto, Rudrappa et
al. (2005) observaram um aumento na velocidade de inativagao de POD quando
o tratamento teve sua temperatura aumentada para 70 °C durante 10 min. Este
resultado esta de acordo com Yong (2014), que menciona que enzimas perdem
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sua atividade em temperaturas superiores a 60 °C. Por outro lado, longos tempos
de processamento causam uma extensiva degradacgéo das betalainas. Portanto,
0 uso de altas temperaturas em tempos curtos de processamento pode ser uma
alternativa para reduzir a degradacédo excessiva de pigmentos durante o

tratamento.
3.3.2. Vias de degradacgao das betalainas

Assim como descrito anteriormente, o processamento do alimento pode
causar a degradacao das betalainas. A literatura apresenta algumas reagoes
que ocorrem com esses pigmentos durante o processamento, causando a sua
degradagao. Dentre as reagdes que podem causar a degradagao das betalainas,

a isomerizacéo, a glicolise e a hidrolise podem ser citadas como as mais comuns.

As betacianinas sdo comumente acompanhadas de seus respectivos
isdmeros, porém a incidéncia desses compostos varia de acordo com a sua
fonte. No caso da betanina, ndo ha diferenca na cor quando comparada a
isobetanina (Herbach et al., 2006), ndo ocasionando relevantes problemas
quando os pigmentos sao utilizados na forma de corantes. Além da fonte, o tipo
de processamento também influencia na condicido apresentada; tratamentos
térmicos, por exemplo, podem reduzir a proporgéo betanina/isobetanina (von
Elbe et al., 1981).

Algumas condi¢des de processamento extremas como meios fortemente
acidos, altas temperaturas ou ainda presenga de enzimas como a B-glicosidase
podem ocasionar a quebra da ligagao da betanina com a glicose, resultando em
um deslocamento batocrémico (Herbach et al., 2004; Zakharova e Petrova, 2000;
Jackman e Smith, 1996).

A literatura também apresenta uma outra reagdo que acarreta na
degradagao das betalainas: a hidrolise. Neste tipo de reacdo, observada em
tratamentos térmicos, ocorre a quebra da ligagao aldimina das betalainas. Na
betanina, betalaina majoritaria da beterraba vermelha, a quebra produz acido
betalamico e ciclodopa-5-O-glicosideo, diminuindo a sua poténcia de coloragéo
e deslocando a cor em diregdo ao amarelo (Herbach et al., 2006). Contudo, a
hidrolise da betanina pode ser reversivel. A regeneragéo da betanina ocorre com
a condensacgao da base de Schiff, a qual pode ser favorecida por fatores como
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o ajuste ao pH 6, o resfriamento imediato ap6és o tratamento térmico e a
abstencédo de oxigénio (Damodaran et al., 2008; Czapski, 1990; Huang e von
Elbe, 1987; Saguy, 1979).

Em funcdo do exposto anteriormente, o conhecimento dos fatores
endégenos, do ambiente e 0s mecanismos envolvidos na
estabilidade/degradacao das betalainas é vital para a obtengdo de um corante
natural aplicavel em alimentos. Os processos de extragao das betalainas, etapa

na qual este conhecimento € primordial, serdo discutidos a seguir.
3.4.Extracao

A extracdo € uma etapa de grande importancia para a obtengdo de
compostos funcionais, interferindo no isolamento, identificagdo e, por
consequéncia, na utilizagdo posterior dos mesmos (Radhakrishnan et al., 2013;
Cissé et al., 2012; Buci¢-Koji¢ et al., 2007). Varios métodos de extragdo sao
aplicados em alimentos; a extragao solido-liquido, por exemplo, pode utilizar
agua como solvente (Cissé et al., 2012) ou um solvente organico (Zaghdoudi et
al., 2015). Pode-se citar, ainda, como métodos de extragdo, a aplicagdo de
tecnologias n&o térmicas (Briones-Labarca et al., 2015), a aplicacdo de
tecnologias que utilizam o campo elétrico (Loginova et al., 2011) e a aplicagao
do esmagamento, onde o alimento é submetido ao processo sem estar disperso

em um meio ou um solvente (Gongalves et al., 2012).

Como discutido anteriormente, as betalainas sdo muito propensas a
degradagao, principalmente quando manipuladas em presenca de luz, calor e
oxigénio. Dentre todos os métodos de extragcdo aplicaveis na industria, o
esmagamento € um dos poucos métodos que nao utiliza solventes organicos e
altas temperaturas. Gongalves et al. (2012) utilizaram uma centrifuga de
alimentos para aplicar o esmagamento em amostras de bulbos de beterraba
vermelha. Estes autores observaram que a centrifugagao permitiu a obtencéo de
uma amostra homogénea, que possibilitou uma avaliagdo adequada dos

métodos de purificagéo, objetivo principal do estudo citado.

A extracao sélido-liquido € um dos métodos mais aplicado na extracio de
pigmentos naturais, que consiste basicamente na imersdo de um solido em um

meio liquido com o intuito de transferir compostos do sélido para o liquido.
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Segundo Cissé e colaboradores (2012), a extragao solido-liquido € limitada
pelo processo de difusdo, o que torna o processo de transferéncia lento. Os
autores reportam que na literatura existem muitos estudos que apresentam
diversas formas de aumentar a taxa de transferéncia de massa em um processo
de extracdo solido-liquido, como a reducdao do tamanho das particulas, o
aumento da difusividade massica efetiva, a modificacdo do pH do meio e o

aumento da temperatura de extragéo.

Quando a extragao solido-liquido € aplicada em um tecido vegetal com a
finalidade de extrair compostos funcionais, 0 comportamento da extragao precisa
ser avaliado para cada situacao. As variagdes da natureza do solvente utilizado,
a presenca de diferentes compostos antioxidantes e as caracteristicas naturais
do tecido vegetal influenciam no rendimento do extrato e na sua atividade
antioxidante (Radhakrishnan et al., 2013; Peschel et al.,2006).

O etanol é um solvente comumente encontrado em metodologias de
extragao solido-liquido. No estudo desenvolvido por Ravichandran et al. (2013),
as betalainas foram extraidas da beterraba vermelha liofilizada por meio deste
tipo de metodologia, utilizando 1 g de beterraba liofilizada com 10 ml de solugao
aquosa de etanol 50%. Os autores aplicaram a extragao sélido-liquido trés vezes

no mesmo solido para aumentar a quantidade de betalainas extraidas.

Estes métodos de extracdo, no entanto, ndo sdo sempre econbmica e
ambientalmente viaveis. Técnicas de extragcdo estdo sendo continuamente
desenvolvidas visando reduzir o tempo de processo e o consumo de solventes
organicos e aumentar a eficiéncia da extragcédo; estes melhoramentos permitem
reduzir o custo do processo e a poluigdo ambiental (Huang et al., 2013). Além
disso, a consciéncia dos consumidores sobre a saude faz com que aumente a
busca por alimentos com melhor qualidade, com maior seguranga alimentar, com
maior valor nutricional e com a sensacao de alimento fresco, caracteristicas que
refletem diretamente em seu sabor (Huang et al., 2017), incentivando o
desenvolvimento de técnicas de extracdo mais amigaveis aos alimentos. A
seqguir serao apresentados de forma mais detalhada as técnicas de extragcao de

interesse para este trabalho.
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3.5.Processamento por Alta Pressao (HPP)

O Processamento por Alta Pressao (HPP do inglés high pressure
processing) € uma tecnologia promissora que permite o desenvolvimento de
novos produtos alimentares com qualidades sensoriais e nutricionais superiores,
e que, além disso, colabora no aumento da vida util do alimento (Barbosa-
Canovas et al., 2005).

No HPP, o alimento é colocado em uma embalagem plastica que suporta
altas pressdes sem romper e é fechada a vacuo. O alimento embalado é disposto
dentro de um vaso de pressado, sendo necessario que algum fluido permita a
aplicacédo da pressao ao longo do alimento. Comumente os equipamentos de
HPP que operam na industria utilizam agua como fluido de trabalho. Apds o
fechamento do equipamento, agua é adicionada no recipiente em que esta o
alimento sendo entdo aplicada a pressao de trabalho que pode variar de 1.000
a10.000 bar.

O processo de pressurizagdo leva poucos minutos e causa um leve
aquecimento no alimento. Apdés o tratamento, o vaso é imediatamente

despressurizado e o alimento pode ser retirado do equipamento.

Para a aplicagdo dessa tecnologia no tratamento de algum alimento &
necessario que sejam conhecidos os principios basicos do HPP. Segundo
Balasubramaniam et al. (2015), o processamento por alta press&o esta baseado

nos fundamentos apresentados a seguir.

e Principio isostatico — a aplicagao da pressédo age igualmente em
todas as diregcdes e pode ser estabelecida quando um fluido é
utilizado para transmitir a pressao em todo o alimento.
Considerando este principio, quando a alta pressédo € aplicada,
seus efeitos sdo distribuidos de forma instantdnea e homogénea
ao longo de todo o alimento.

e Principio de Le Chatelier — um fendmeno de mudanca de fase,
mudanga na configuragdo molecular ou reagdo quimica,
acompanhado por uma diminui¢gdo do volume e intensificado pela

pressao.
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¢ Ordenacdo microscopica — a pressdo e a temperatura exercem
forgas antagonistas nas reagdes quimicas e na estrutura molecular,
uma vez que, a temperatura constante, o aumento da pressao
aumenta a ordenacdo das moléculas em uma determinada
substancia.

e Relagdo de Arrhenius — assim como no processamento térmico de
alimentos, diversas taxas de reacdo também sao influenciadas por

efeitos térmicos ao longo do HPP.

A literatura mostra que esta tecnologia tem sido utilizada para inativar
enzimas, como polifenoloxidase e peroxidase, além de micro-organismos

indesejaveis (Briones-Labarca et al., 2015; Sampedro et al., 2009).

Devido ao principio isostatico, o HPP pode ser aplicado a diferentes tipos
de alimentos - citando-se os trabalhos que utilizaram kiwi (Fang et al., 2008),
fatias de abacate (Woolf et al., 2013) e fatias de beterraba (Paciulli et al., 2016)
- uma vez que a auséncia de poros, a alta umidade, o estado fisico do alimento
(liquido ou sélido) ndo sédo considerados um limitante para a aplicagdo dessa

tecnologia.

No processamento HPP a alta pressao atinge o alimento como um todo,
isto é, a transferéncia de pressdo é instantanea, diferentemente de um
tratamento térmico convencional onde ocorre inicialmente o aquecimento da
superficie do alimento e, ao longo do tratamento, o calor é transferido através do
alimento. Além disto, o tratamento térmico convencional pode afetar
negativamente as caracteristicas sensoriais e nutricionais do alimento (Huang et

al., 2017).

Apesar das inumeras vantagens da aplicagdo de HPP, a literatura
apresenta uma quantidade relativamente inferior de pesquisas com essa
tecnologia quando comparada aos processamentos convencionais. O alto
investimento no equipamento pode ser uma dificuldade no aumento do numero
de estudos com essa tecnologia. Mesmo assim, foi observado um aumento
expressivo na utilizacdo da tecnologia pela industria nos ultimos anos, como

pode ser observado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 - Crescimento mundial do uso da tecnologia de processamento por

alta pressao na industria alimenticia

Como pode ser observado na Figura 3.3, o crescimento de numero de
equipamentos foi bastante expressivo nos ultimos anos. No ano 2000, menos de
50 maquinas estavam em operacao industrial. Apos 15 anos, esse numero

ultrapassa 300 equipamentos.

Porém, a distribuicio mundial dos equipamentos é bastante
desproporcional, uma vez que a Ameérica do Norte e 0 México concentram 67%

dos equipamentos industriais de HPP.
3.6. Tratamento Térmico com Alta Temperatura em Curto Tempo (HTST)

A aplicacao de tratamento térmico pode conduzir a mudancgas positivas
nos alimentos, como torna-los mais macios e com diferentes componentes
aromaticos; mas, também, pode conduzir a mudangas negativas como a perda
de vitaminas, minerais, compostos funcionais, cor e aparéncia de fresco
(Guneser, 2016; Huang et al., 2013; Ohlsson e Bengtsson, 2002; Czapski, 1990)
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A industria alimenticia encontra-se em um momento em que precisa se
adaptar as novas tendéncias alimentares, visto que os consumidores estdo
buscando cada vez mais alimentos prontos para o consumo, novos produtos sem
aditivos em excesso, com qualidade sensorial e nutricional e sem perda dos
componentes funcionais do alimento (Wootton-Beard e Ryan, 2011; Blasco et
al., 2004).

Uma alternativa para evitar ou minimizar estas alteragcdes de qualidade
indesejaveis durante o processamento térmico € o tratamento térmico aplicado
com alta temperatura em um curto periodo de tempo (HTST do inglés High
Temperature Short Time). A alta temperatura por um curto tempo permite a
rapida inativagcdo dos micro-organismos e enzimas que requerem processos
como pasteurizagdo ou esterilizacdo, minimizando as alteragdes na qualidade
do alimento. Entretanto, o controle da eficiéncia do processamento é crucial para
que a qualidade do produto n&o seja comprometida pelo tratamento (Ohlsson e
Bengtsson, 2002).

O tratamento térmico HTST é uma opcao de processamento quando os
compostos de interesse do alimento sao termossensiveis. Contudo, por ainda se
tratar de um tratamento térmico, € necessario o conhecimento da degradacao
desses compostos devido a exposicdo a altas temperaturas. A literatura
apresenta estudos de alimentos com compostos termossensiveis tratados com
HTST, como acido ascérbico em cogumelos (Blasco et al., 2004) e carotenoides
em suco de cenoura (Zhang et al., 2016). Apresenta, também, estudos sobre a
inativagdo de micro-organismos como bactérias Pediococcus sp em cidra de
maca (Piyasena et al., 2003) e enzimas como POD e PPO em néctar de damasco
(Huang et al., 2013). Na maioria dos estudos o tratamento térmico HTST foi
eficiente na inativagdo/reducédo de atividade dos micro-organismos e enzimas
em que foi testado, preservando de forma satisfatéria os compostos

termossensiveis dos alimentos.

Por ser um processamento térmico capaz de minimizar os efeitos na
qualidade do alimento, o tratamento térmico HTST €&, muitas vezes, comparado
com tecnologias emergentes nao-térmicas; uma das tecnologias emergentes
estudadas neste trabalho, e que a literatura apresenta estudos de comparacao,
€ o HPP.
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No estudo desenvolvido por Huang et al. (2013) os autores comparam os
efeitos dessas duas tecnologias, tratamento térmico HTST e HPP, na atividade
das enzimas POD, PPO e pectina metil-esterase (PME), na concentragao de
compostos fendlicos, carotenoides e na cor de néctar de damasco. Os autores
observaram que um dos tratamentos com melhores resultados utilizando o HPP,
aplicado a 500 MPa por 20 min, permitiu o aumento da concentragdo dos
carotenoides totais, aumento de B-caroteno e cor mais proxima do néctar de
damasco controle. Em contrapartida, o tratamento HTST aplicado a 110 °C por
8,6 s possibilitou a inativagcdo completa das enzimas, maior teor de fendlicos
totais, de (-)-epicatequina, de acido ferulico e de acido p-cumarico, além de ter
apresentado amostras com cor mais luminosa e intensa. Logo, os autores
concluiram que o tratamento HTST teve um impacto mais positivo na qualidade

do néctar de damasco.

O tratamento térmico HTST, porém, apresenta algumas desvantagens,
como quando aplicado em alimentos solidos ou com alta viscosidade. Como é
necessario um tempo para que o calor seja transferido para o interior do
alimento, a superficie que esta recebendo mais calor pode superaquecer,
ocasionando perdas na qualidade do alimento. Essa desvantagem é ainda maior
quando o alimento tratado esta embalado, ou enlatado, em uma embalagem com
grandes dimensdes ou grande quantidade de alimento. Nestas situagdes, uma
alternativa para alguns casos € processar o alimento antes de coloca-lo na
embalagem final e, em seguida, embala-lo assepticamente (Ohlsson e
Bengtsson, 2002).

Apesar dessas limitagdes, o tratamento térmico HTST esta sendo
estudado para aplicagcbes em uma ampla variedade de alimentos, incluindo o
préprio leite humano. No estudo desenvolvido por Giribalbi et al. (2016), essa
tecnologia foi aplicada com o objetivo de inativar as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Chronobacter sakazakii, mantendo o
maximo dos componentes biolégicos do leite humano. Apds a aplicagao do
tratamento, os autores observaram que nao ocorreu crescimento de bactérias e
patogenos no leite, e apresentou valores de atividade da lipase estimulada pelo
sal biliar e pelo teor de imunoglobulina A secretora (IgAS) superiores ao do leite

pasteurizado. Os autores concluiram que a utilizagdo da tecnologia HTST
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resultou em um leite humano tratado com caracteristicas que atende aos
requisitos de seguranca dos bancos de leite europeus, mantendo fatores de
suma importancia para a qualidade do alimento.

Considerando que o extrato de talos de beterraba possui compostos
termossensiveis com viscosidade proxima a da agua, o tratamento térmico HTST
€ uma alternativa para o processamento dos extratos ricos em betalainas, uma
vez que essa tecnologia permite a aplicacdo de calor em curtos periodos de
exposicao, resultando em uma menor modificacdo das caracteristicas naturais
do alimento, quando comparado aos tratamentos térmicos convencionais. Além
disso, o uso de betalainas como corante alimenticio deve ser avaliado nao
somente durante o tratamento, mas também durante o periodo de

armazenamento, apos o tratamento.

A literatura apresenta poucos estudos sobre a estabilidade de betalainas,
sendo que os mais comuns tratam da aplicacdo do tratamento térmico
convencional. No estudo desenvolvido por Mereddy et al. (2017) foi analisada a
estabilidade das betalainas presentes em suco de beterraba vermelha, cru e
cozido, armazenado a temperatura ambiente e refrigerado (4 °C), na presenga
de luz (ldmpada fluorescente — 12 W) e na auséncia de luz. Além disto, também
foi avaliada a influéncia do pH (4,5, 5,5 e 6,5) sobre a estabilidade das betalainas
em suco de beterraba cozido. Os autores verificaram que o tratamento térmico
contribuiu para o aumento da estabilidade do suco em todas as condi¢des
testadas.

Estudos que aplicam o tratamento térmico HTST em extratos de
betalainas provenientes de beterraba vermelha avaliando a estabilidade dos
pigmentos durante o armazenamento, especialmente quando o extrato é oriundo

dos talos, ndo foram encontrados na literatura até o presente momento.
3.7.Clarificagao — Processos de separagao por membranas (PSM)

O processo de clarificagdo € empregado para remogao de particulas
suspensas presentes em solucdo. Além disto, a clarificagdo pode retirar outros
compostos que ndo s&o desejados ao produto final. Na industria de sucos de
frutas, por exemplo, o processo de clarificagdo pode ser aplicado para remover

taninos, que interferem negativamente no sabor da bebida (Bagci, 2014).
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A aplicagdo de agentes clarificantes, como gelatina e bentonita, por
exemplo, permite a floculagdo das particulas suspensas, possibilitando a
remogdo das mesmas. A utilizacdo do processo de ultrafiltracdo como
clarificagdo no processamento de sucos de fruta permite a eliminagao de agentes
clarificantes e, por consequéncia, dos problemas associados ao uso desses

agentes (Bagci, 2014).

Na literatura, sdo encontrados diversos estudos que avaliam a aplicagcao
de processos de separagao por membranas (PSM) para este fim, tais como os
desenvolvidos para a clarificagdo de suco de roma (Bagci, 2014), de suco de

maca (He et al., 2007) e de xarope de milho (Almandoz, et al., 2010).

Quando se deseja obter um extrato rico em betalainas passivel de
aplicagao na producao de alimentos, € necessario remover as particulas
suspensas e as macromoléculas presentes nestes extratos. Além disso, a
remogao das enzimas que causam a degradacao das betalainas também é
desejada a fim de aumentar a estabilidade dos extratos obtidos. Assim, os PSMs
sao considerados uma opcéao possivel a ser estudada, uma vez que possibilitam
a obtencao de um extrato clarificado, sem a necessidade de um tratamento

posterior para inativagao das enzimas.

Os processos de separacao por membranas sao aplicados para separar,
concentrar e/ou purificar compostos e sao considerados uma tecnologia recente,
pois estdo presentes ha poucas décadas na industria. Os processos que utilizam
membranas sintéticas como barreiras seletivas comegaram a aparecer a partir
do inicio da década de 1970, aplicados juntamente com os processos de
separagao classicos, como destilagao, centrifugagdo e extragao por solventes
(Habert et al., 2006).

A entrada das membranas no mercado ocorreu, primeiramente, com o uso
de materiais poliméricos e estas ainda representam a grande maioria das
membranas comerciais. Contudo, as membranas feitas de materiais inorganicos
comegaram a disputar o mercado tendo como vantagens a facilidade de limpeza
e a maior vida util e, como desvantagem, o prego superior ao das poliméricas. O
interesse por membranas inorganicas vem aumentando uma vez que essas

membranas s&o aplicaveis em uma vasta gama de processos, 0os quais podem

26



variar desde o tratamento de agua e efluentes, até processamentos bioquimicos
(Almandoz et al., 2015).

A necessidade de novos estudos e o crescimento da aplicagdo dos PSM
ocorre continuamente, pois, quando comparados as tecnologias convencionais,
os PSM se apresentam mais eficientes em relacdo ao tamanho do equipamento
e a sua capacidade de produgédo, além de reduzir o consumo de energia elétrica
e a producao de residuos, sendo considerados uma técnica sustentavel e

interessante de ser avaliada economicamente (Drioli e Fontananova, 2004).

Os PSM podem ser considerados adequados para o processamento
industrial de substancias termossensiveis uma vez podem ser operados a
temperatura ambiente ou inferiores. Além disso, s&o uma alternativa quando
deseja-se obter um produto final livre de solventes orgéanicos ou, ainda, quando
deseja-se utilizar, de forma mais adequada, as matérias-primas, proporcionando
a recuperacéo e a utilizagdo de sub-produtos da industria, pois, na sua grande
maioria, os PSM nao necessitam da adicdo de produtos quimicos (Chhaya et al.,
2012; Drioli e Fontananova, 2004).

Neste tipo de processo, a corrente que entra no sistema é chamada de
alimentagao, a corrente que passa através da membrana € conhecida como
permeado e a corrente que ndo atravessa a membrana é o concentrado ou

retido; este processo esta, esquematicamente, apresentado na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Representacéo simplificada das principais correntes envolvidas em

um processo de separagcao por membranas
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Apenas a existéncia dessas correntes ndao permite a separacdo de
determinado componente, sendo necessario o emprego de uma forga motriz
para auxiliar neste processo. Essa forga motriz pode ser o gradiente de potencial
elétrico e/ou quimico, sendo que, este ultimo, pode ser expresso em termos de

diferenga de concentracao ou de pressao através da membrana.

A utilizacdo do gradiente de pressdo como forga motriz € empregada em
processos como a Microfiltragdo (MF), a Ultrafiltragao (UF), a Nanofiltragao (NF)
e a Osmose Inversa (Ol).

3.7.1. Conceitos basicos

Alguns conceitos e nomenclaturas relativas aos PSM s&o apresentados a
seqguir.

3.7.1.1. Fluxo

O volume de solucédo, por unidade de area e por unidade de tempo, é

conhecido como fluxo.
3.7.1.2. Fluxo permeado

O fluxo permeado é determinado pela aplicacdo da forca motriz, pela
resisténcia da membrana e pelas interagbes membrana-solugdo. O fluxo
permeado esta diretamente ligado as condi¢gbes de operacédo e as caracteristicas
da solugao de alimentacdo e da membrana. O fluxo do permeado € calculado a
partir da Equacéao 3.1:

Jp =12 Eq (3.1)

em que /ré o fluxo permeado (I m2 h'), 4 ¢é a area de contato da membrana com
a solugdo (m?), VVé o volume de permeado (l) e #é o intervalo de tempo em que

o volume de permeado foi recolhido (h).
3.7.1.3. Fluxo limite

Em pressdes mais baixas, o aumento da presséo transmembrana (forga

motriz) resulta em um aumento no fluxo permeado; contudo, quanto maior o fluxo
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permeado, maior a concentragao de compostos retidos proximos a superficie da
membrana. O fluxo limite é identificado quando o fluxo permeado permanece

inalterado mesmo com o0 aumento da pressao transmembrana.
3.7.1.4. Fluxo critico

Os PSM podem ser operados sob pressao ou fluxo constante. Em um
PSM operado sob pressao constante, dependendo do valor deste parametro, o
fluxo permeado pode se manter constante ou pode ir diminuindo ao longo do

tempo, em fungao das incrustagdes formadas na superficie da membrana.

O maior valor de fluxo permeado em que nao é observada reducdo do
fluxo com o tempo € conhecido como fluxo critico. Este valor € o ultimo fluxo em
que a linearidade entre fluxo versus tempo € mantida; a partir deste ponto, a
relagdo nado é mais linear. O sistema deve operar em uma pressao inferior a que
ocasione o fluxo critico para que, a medida que a permeacao ocorra, ele ainda

apresente um valor suficiente para considerar o processo viavel.

Estudos de determinagdo do fluxo critico podem ser encontrados na
literatura. Kwon et al. (2000) determinaram o fluxo critico durante a microfiltragéo
tangencial de uma suspensao de particulas de latex de poliestireno, operada a
fluxo constante. Para isto, os autores avaliaram o balango de massa das
particulas e 0 aumento da pressao transmembrana para que o fluxo permeado

fosse mantido constante.
3.7.1.5. Percentual de Retengao Observada

A retencado observada (Robs) avalia a capacidade seletiva da membrana
em relagdo a um determinado composto e pode ser obtida por meio da Eq 3.2:

Cp

Rops(%) = 100x ( - C—C) Eq (3.2)

onde Cpé a concentragdo do composto no permeado e Cc € a concentragcédo do

composto no concentrado (ambos em mg de betanina/100 ml de extrato).

Quando a Robs € igual a 100%, n&o esta ocorrendo permeagao através da
membrana, ou seja, tem-se a retencdo completa do composto; quando a Robs €

29



igual a 0%, a membrana nao tem capacidade seletiva para este composto e toda

alimentacao permeia através da membrana.
3.7.1.6. Fator de Concentragao Volumétrico

O Fator de Concentragao Volumétrico (FCV) pode ser considerado fator

limitante ao PSM e esta diretamente associado ao fluxo permeado.

Durante a filtracdo através da membrana, a solugdo vai sendo
concentrada e o fluxo permeado diminui. Este processo de concentracdo da
alimentacao ocorre devido a retencdo dos compostos pela membrana, bem
como pela reducao do volume da alimentagao. O FCV pode ser determinado por
meio da Eq 3.3 e sua utilizagdo € comumente aplicada em PSM operados em
modo batelada:

Fev =2 =Y Eq (3.3)

Ve Vo—Vp

em que Vjp € o volume inicial da alimentagao, Vc € o volume do concentrado e

Vp é 0 volume do permeado (ambos em L).
3.7.1.7. Polarizagao por Concentracao e Fouling

Durante os processos de separagcdo por membranas, € comum ocorrer a
reducao do fluxo permeado ao longo do tempo. Essa pode ocorrer pelo acumulo
dos componentes presentes na alimentagao nos poros da membrana (fouling),
bem como devido a formagcdo de uma camada polarizada na superficie da
membrana (polarizagdo por concentragédo) (Mondor et al., 2000).

A polarizagao por concentracdo é um fendmeno de camada limite que
ocorre devido ao aumento da concentracdo do composto préximo a superficie
da membrana ao longo do processo. Esse aumento de concentragdo faz com
que ocorra uma resisténcia adicional a transferéncia através da membrana,
resultando na queda do fluxo permeado. Contudo, este € um fenbmeno
considerado reversivel, que cessa quando cessa a alimentagao (Habert et al.,
2006).
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Este fenbmeno é alvo de estudos em processos de diversas areas, como
nanofiltracdo de solugdes de glicose (Almazan et al., 2015), dessalinizagao de
agua (Amokrane et al., 2015) e concentragdao de sacarose (Garcia-Castello et
al., 2009).

O fouling é outro problema bastante comum nos PSM e é constatado
guando se observa uma redugéao continua no fluxo permeado. O fouling pode ser
resultado de uma combinacdo de diversos fendbmenos, como o bloqueio de
poros, a formacdo de camada gel, a adsorgdo e a deposigdo de soluto na
superficie da membrana. Diferente da polarizagao por concentragao, o fouling é
considerado um fendmeno irreversivel, ou seja, a diminuigdo do fluxo permeado

causada pelo fouling permanece, mesmo cessando a alimentagéo.

Uma forma de quantificar o percentual de tendéncia ao fouling em um
PSM é através da determinacdo da permeéncia hidraulica, antes e apods a
filtragdo da solugdo em estudo. A permeéncia hidraulica é o coeficiente angular
de cada curva de fluxo permeado versus pressdo transmembrana. Segundo
Manttari et al. (2006), o fouling pode ser calculado utilizando a seguinte equagéo
(3.4):

Fouling (%) = (1 - %) x100 Eq (3.4)

onde Lp» e Lp. sd@o, respectivamente, o coeficiente angular da curva da

permeancia hidraulica antes e apés a filtracdo da solugao em estudo.

Métodos fisicos e quimicos tém sido sugeridos com o intuito de diminuir o
depdsito de incrustacdes na superficie das membranas, dentre os quais se
podem citar a limpeza quimica, modificagdes na alimentacao ou na superficie da
membrana e pulsos com ar ou agua no sentido contrario ao fluxo (Almandoz et
al., 2010).

3.7.1.8. Modos de operagdao comuns na industria alimenticia

Batelada

O modo de operagdo mais usual na industria alimenticia € o modo

batelada, que consiste no tratamento de uma quantidade pré-determinada de
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solucdo de alimentagdao. Neste modo o permeado é recolhido e a corrente de
concentrado pode ou n&o retornar ao tanque de alimentacdo, dependendo da
area de membrana e do fator de concentracdo desejado. Durante o processo
ocorre uma diminui¢cao do fluxo permeado ndo somente devido aos fendmenos
de fouling e de polarizagado por concentragao, mas também devido ao aumento

da concentragao da solugao e, consequentemente, da sua viscosidade.
Diafiltragcao

Diafiltracao (DF) € uma forma de operar o processo de separagao por
membranas que dilui o concentrado com solvente ao longo do processo. A DF
tem como objetivos a purificagdo da alimentagdo ou o aumento da recuperagcao
de microssolutos na corrente de permeado. A diafiltragdo ndo é considerada um
processo e sim uma modificagcdo na operagao do processo, que pode ser
aplicada quando a separacao de solutos com elevadas e baixas massas molares
€ prejudicada (Mulder, 1996). A adigdo de solvente na corrente do concentrado

auxilia na separacao, contribuindo para minimizar a redugao do fluxo permeado.

O emprego da diafiltragdo no processo precisa ser bem estudado, pois vai
influenciar substancialmente na qualidade dos produtos que serdo obtidos com
0 processo no qual esse modo de operagéo foi empregado. No estudo realizado
por Morin et al. (2006), foi comparada a microfiltragdo do soro do leite coalhado
com e sem diafiltragdo. Os autores observaram que a aplicacao da diafiltragao
permitiu o aumento do fluxo permeado, mas interferiu na seletividade, o que

limitou o processo.

Em outras situacbes, a aplicacdo de diafiltracdo pode favorecer
substancialmente o processo. Oliveira et al. (2016) estudaram a utilizagao de
PSM para concentrar e purificar licopeno presente em suco de melancia. Os
autores aplicaram a DF no processo de microfiltracdo e, com 300 min de
operagdo, observaram um aumento significativo no fluxo permeado de
70 kg h™'m=2 para 93 kg h'm2. Além disso, operando a MF no modo DF
possibilitou uma reducao de aproximadamente 8,5 vezes o teor de sélidos
soluveis quando comparado ao suco de melancia inicial. Os sdlidos soluveis do
suco de melancia estudado sao representados principalmente pelos agucares
glicose, frutose e sacarose, que reduziram respectivamente 71%, 40% e 54%
quando tratados por MF no modo DF.
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3.7.2. Processos de Microfiltragao (MF) e Ultrafiltragao (UF)

O processo de microfiltragdo (MF) utiliza membranas indicadas para a
retengcdo de materiais que estdo em suspensdo ou em emulsdo, com tamanho
nominal de poros que varia de 0,1 € 10 um (100 e 10.000 nm) sendo que a

pressao de operacao destes processos dificiimente ultrapassa 3 bar.

Na literatura, encontram-se estudos que aplicam o processo de MF para
diversas finalidades, tais como: recuperacdo de acido lactico (Roque et al.,
2015), tratamento de aguas residuais (Kumar et al., 2015), recuperacao de
polifendis presentes em efluentes de vinicolas (Giacobbo et al, 2015),
clarificagdo de suco de framboesa vermelha (Vladisavljevi¢ et al., 2013),

clarificagao de xarope de milho (Almandoz et al., 2010), entre outros.

O processo de MF também pode ser aplicado como um pré-tratamento,
com o intuito de remover soélidos em suspensdo, polissacarideos, detritos
celulares e outros materiais presentes na solugdo que usualmente nao sio
removidos pela filtragdo convencional (Charcosset, 2006). No estudo
desenvolvido por Poletto et al. (2015), a MF foi um dos pré-tratamentos testados
para a ultrafiltracao de pectinases. Os autores consideram que a MF foi eficiente
como pré-tratamento, uma vez que nao interferiu na recuperagao do caldo
enzimatico e proporcionou um aumento no fluxo de mais de 50% no processo de

ultrafiltragao.

O processo de ultrafiltragao (UF) € aplicado quando se pretende purificar
e fracionar solugdes que contém macromoléculas. As membranas de UF
possuem poros que variam de 1 a 100 nm, sendo mais fechados, portanto,
quando comparados aos poros das membranas de MF. Normalmente, este tipo
de processo opera com pressdes de 2 a 10 bar e com o fluxo permeado entre
150 e 250 L m2h-!, quando n&o esta ocorrendo polarizagéo por concentragéo ou
fouling na membrana. As membranas de UF sdo caracterizadas pela massa
molar de corte (MMC).

Assim como para a MF, encontram-se na literatura diversos estudos que
aplicam o processo de UF para diversas finalidades, tais como: separacédo de
enzimas de extratos provenientes de residuos da industria alimenticia (Nor et al.,

2016), purificacado de polissacarideos bacterianos utilizados em vacinas (Hadidi
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et al., 2015), tratamento de agua para potabilidade (Yu e Graham, 2015), preé-
tratamento de dessalinizagdo da agua do mar (Woo et al., 2015), clarificagao de
suco de roma (Bagci, 2014), clarificacdo de extrato de stevia (Chhaya et al.,

2012), entre outros.

A aplicagdo dos PSM na industria alimenticia possibilita a producédo de
alimentos com alta qualidade, sabor natural e livre de aditivos alimentares. Um
exemplo dessa aplicagdo, com estes resultados, € na produgdo de sucos de
frutas industrializados (Almandoz et al., 2010).

Na industria de sucos de frutas, o principal problema encontrado nos
processos de micro e ultrafiltracdo é o fouling formado na membrana,
acarretando uma expressiva diminui¢cado do fluxo permeado ao longo do tempo
(Vladisavljevi¢ et al., 2013; Mondor et al., 2000); uma das op¢des para melhorar
a clarificagao de sucos por PSM é o emprego de pré-tratamentos. Bagci (2014)
estudou a aplicagdo de gelatina, bentonita e polivinil polipirrolidona como pré-
tratamentos no processo de UF do suco de roma. O autor observou que a
utilizacdo dos agentes clarificantes auxiliou no processo de clarificagao.
Contudo, quanto mais agentes clarificantes eram adicionados ao suco, mais
alteragdes ocorriam nos atributos de qualidade do suco de romé (pH, acidez
total, teor de fendlicos totais, antocianinas monomeéricas totais, acidos fenodlicos
individuais, acidos organicos, atividade antioxidante e cor). O autor considerou o
pré-tratamento que utilizou bentonita seguida por polivinil polipirrolidona como o
mais adequado, pois, com este foi possivel a obtencdo de um suco melhor

clarificado e mais estavel.

Além das questbes organolépticas, outra preocupagdo quando se
processa um alimento € se os biocompostos presentes neste alimento estao
sendo afetado pelo processo. Esta preocupacdo também deve ser avaliada
quando um alimento € submetido aos PSM.

Patil e Raghavarao (2007) estudaram a concentragdo de antocianinas
provenientes de rabanetes vermelhos através de ultrafiltragdo, osmose inversa
(Ol) e destilagdo osmatica (DO), aplicados, individualmente, e em combinagdes.
Os autores avaliaram a permanéncia da cor e a estabilidade dos extratos
concentrados e concluiram que, quando ocorre a clarificagdo por UF, a pré-
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concentracao por Ol e a concentracao final utilizando DO, os resultados sao mais

satisfatérios que quando aplicado apenas um uUnico processo.

Além de serem usados para concentragao de compostos, os PSM sao
uma alternativa para clarificacdo de extratos ricos em biocompostos, como o
extrato de erva mate, estudado por Gerke et al. (2017). Neste estudo, os autores
estudaram a aplicacédo de MF e MF seguida por UF visando a manutencgao de
biocompostos.

A literatura apresenta poucos estudos sobre a utilizacdo de PSM em
extratos de beterraba vermelha. Em um desses estudos, realizado por Mereddy
et al. (2017), foi verificada a redugao no teor de sal e nitrato de um extrato de
beterraba vermelha, previamente microfiltrado, por meio de osmose reversa.
Nesse estudo, os autores avaliaram a aplicacdo de membranas com massa
molar de corte que variavam de 0,5 a 30 kDa na remocgao de sais e outros sélidos
dissolvidos, mantendo a maior quantidade de betalainas possivel no extrato
previamente microfiltrado. Com resultados de remocéo de mais de 96% dos sais
e 47% de outros sélidos dissolvidos, os autores consideraram que o processo foi

aplicado com sucesso no suco de beterraba.

Como descrito anteriormente, as betalainas sdao muito suscetiveis a
degradagao durante o processamento. Entdo, é de suma importancia que a
adequacgao dos PSM no desenvolvimento deste trabalho considere os fatores

que contribuem para a degradagao desse pigmento natural.
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4. Materiais e métodos

Neste capitulo estdo descritos os materiais, os equipamentos, a
metodologia experimental e os métodos analiticos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho. Este capitulo esta dividido na apresentacao das matérias-primas
utilizadas, no estudo inicial que avalia a aplicacao dos talos de beterraba
vermelha como fonte de betalainas, nos estudos que avaliam a aplicacao das
tecnologias HPP e HTST para o processamento dos extratos e, por fim, a

clarificacdo dos extratos por PSM.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) e no Laboratério de Separagdo por
Membranas (LASEM), ambos localizados no Departamento de Engenharia

Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Além disto, parte dos experimentos, referentes aos estudos que utilizaram
HPP e tratamento térmico HTST, foram realizados no Departamento de
Engenharia Quimica e de Materiais na Universidade de Auckland (The University

of Auckland), localizado na cidade de Auckland, na Nova Zelandia.
4.1.Matéria-prima

As beterrabas vermelhas (Beta vulgaris L.) utilizadas nos estudos
realizados na UFRGS foram adquiridas da Central de Abastecimento do Rio
Grande do Sul (CEASA) em Porto Alegre, enquanto que as beterrabas
vermelhas utilizadas na Universidade de Auckland (UoA) foram produzidas em

Clevedon, regido de Auckland, na Nova Zelandia.
4.2. Andlises para a avaliagao da qualidade dos extratos
4.2.1. Determinagao do teor de betalainas

Como a betalaina majoritaria na beterraba vermelha é a betanina, as
analises para quantificar o teor do pigmento foram determinadas em fung¢ao da
concentragdo de betanina nos extratos obtidos (mg de betanina/100 ml de
extrato). Para isto, foram realizadas quantificagdes por espectrofotometria

através do método de Nilsson, descrito por Stintzing e Carle (2008b). Apds a
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analise espectrofotométrica, a concentracdo de betalainas foi calculada pela

seguinte equacéo:

Teor de betalainas (mg|L) = AXDFxMW x1000/&xL Eq (4.1)

onde A é a absorg&o Amax (536 nm) corrigido pela absor¢do a 600 nm; DF é o
fator de diluigdo; MW representa a massa molar (g mol); £ é absortividade molar
(L mol* cm™), L é igual ao comprimento de percurso (cm) (Stintzing e Carle,
2008b). Para facilitar a discussao dos resultados, optou-se por utilizar mg/100 ml

ao invés de mg/l.

Nos experimentos realizados na UFRGS, foi utilizado o espectrofotdmetro
PG Instruments (T80 UV/VIS) e, nos experimentos realizados na UOA, foi

utilizado o espectrofotdbmetro PerkinElmer (Agilent 8453).
4.2.2. Taxa de degradagao de betalainas

A degradacgao das betalainas durante o periodo de armazenamento foi
avaliada através da taxa de degradacéo (DR), a qual relaciona a variagao da
concentragao de betalainas ao longo dos dias de armazenamento. A DR (mg de
betanina/100 ml de extrato por dia) € calculada utilizando a equacéao 4.2:

ac
dt

DR = Eq. (4.2)

onde C é a concentragdo de betalainas no extrato (mg de betanina/100 ml de
extrato) e t € o tempo de armazenamento (dias).

4.2.3. Analises fisico-quimicas dos extratos
4.2.3.1. Turbidez

As medidas de turbidez dos extratos foram realizadas com auxilio do
turbidimetro Policontrol (modelo Ap2000) e turbidimetro Hanna instruments

(modelo HI98703), os quais foram previamente calibrados.
4.2.3.2. Sodlidos Soluveis

Os extratos utilizados no estudo foram obtidos por extragdes seguidas de

um pré-tratamento. Devido ao pré-tratamento e as caracteristicas naturais dos
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talos de beterraba vermelha, os teores de soélidos sollveis nos extratos foram

baixos.

O teor de sdlidos soluveis de cada extrato foi verificado utilizando um
refratbmetro analdgico portatil (Carl Zeiss, modelo 32-G) que possuia uma
escala de 0,2 °Brix. Considerando o baixo teor de sélidos soluveis dos extratos
e a precisdo do refratbmetro, as analises de sdélidos soluveis foram realizadas
apenas para verificar se havia possibilidade de se observar alguma reducéo nos
teores e ndo para evidenciar o tratamento, uma vez que a clarificacdo dos
extratos esta fundamentada em outros fatores como turbidez, atividade de POD
e a estabilizacdo das amostras.

4.2.33. pH

O pH das amostras foi verificado com o auxilio de um pHmetro (Digimed,
modelo DM 20), o qual era previamente calibrado com solugbes padrao nos pHs
de 4,0e9,0.

4.2.4. Analise de cor dos extratos

A cor de cada extrato foi verificada com o auxilio de um colorimetro
(Hunterlab, modelo Colorquest XE), o qual apresenta os parametros
colorimétricos L* a* e b* da escala CIELAB determinados pela Comission
International de I'Eclairage (CIE). As leituras foram realizadas com o iluminante

Dss (luz solar) e com o angulo do observador de 10° (modo RSIN).

Com os parametros colorimétricos obtidos, foram determinados o Croma
(C*ab), 0 @ngulo de tonalidade ou hue (hap) e a variacdo da luminosidade (AL),

por meio das Equacdes 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6, respectivamente.
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Cap = [@)2 + (b9)2]72 Eq (4.3)
hg, = arctg (b*/a*) , para +a* e +b* Eq (4.4)

hy, = 360 + arctg (b*/a*), para +a*e-b*  Eq(4.5)
AL =L =Ly Eq (4.6)

4.2.5. Atividade enzimatica
4.2.5.1. Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da enzima polifenoloxidase nos extratos foi determinada
colorimetricamente com o auxilio de um espectrofotébmetro, segundo o método

descrito por Walker (2001) com modificagées.

Inicialmente, foram preparados os extratos enzimaticos para cada
amostra, com a mistura de 0,4 ml de cada extrato obtido e 2,3 ml de tampao
fosfato 0,05 M (pH 7,0). Em seguida, foram adicionados 0,3 ml de solugado de
catecol 0,6 M e a mistura foi imediatamente transferida para uma cubeta de vidro
e procedida a leitura de absorbancia no espectrofotdmetro.

A modificacado da coloracéao foi observada pela absorbancia lida a cada 20
s, durante 3 min no comprimento de onda de 420 nm. Os resultados foram
expressos pelo percentual da atividade residual (RA) de PPO; o qual é
determinado através da Eq 4.7.

RA(%) de PPO = atividade da PPO na amostra tratada Eq (4 7)

atividade da PPO na amostra controle

4.2.5.2. Peroxidase (POD)

A atividade da enzima peroxidase em cada extrato foi determinada
colorimetricamente com o auxilio de um espectrofotémetro, segundo o método

descrito por Vetal e Rathod (2015) com modificagdes.

Inicialmente, foram preparados os extratos enzimaticos para cada
amostra, com a mistura de 0,2 ml de cada extrato obtido e 0,8 ml de tampao
fosfato 0,05 M (pH 7,0). Em um tubo Falcon, de 15 ml de capacidade, foram
misturados 1,5 ml de tampéo fosfato 0,1 M (pH 5), 0,2 ml de H202 1% e 1 ml do
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extrato enzimatico. Em seguida, foram adicionados 0,5 ml de guaicol 1,5% e a
mistura foi imediatamente transferida para uma cubeta de vidro e procedida a
leitura de absorbancia no espectrofotémetro.

A modificagdo da coloragao foi observada pela absorbancia lida a cada
20 s, durante 3 min no comprimento de onda de 460 nm. Os resultados foram
expressos por unidade de atividade enzimatica por minuto a cada grama de
amostra (UAE.g.min") ou pelo percentual da atividade residual (RA) de POD, o

qual é determinado pela Eq 4.8.

atividade da POD na amostra tratada
Eq (4.8)

RA(%)de POD =

atividade da POD na amostra controle

4.3.Avaliagao da aplicabilidade dos talos de beterraba vermelha como

fonte de betalainas

Estudos sobre o emprego de talos de beterraba como fonte de betalainas
nao foram encontrados na literatura. Desta forma, a primeira etapa deste
trabalho consistiu em avaliar o rendimento de talos em relagao as plantas de
beterraba, o rendimento de extrato em relacdo aos talos e o teor de betalainas
presente nesse extrato. Além disso, avaliou-se a estabilidade desses pigmentos

nos talos antes da extracao e nos extratos obtidos.
4.3.1. Rendimento de talos na planta beterraba vermelha

A composigdo em massa da planta beterraba (bulbos, talos e folhas) pode
variar durante o ano (safra e entressafra); isso se deve as adversidades
climaticas que podem ocorrer (seca, enchentes, vendavais, entre outros) mesmo
que a planta seja cultivada da mesma forma e no mesmo local. Em fungéo disso,
foram realizados dois conjuntos de experimentos distintos para verificar os
percentuais de cada parte da planta em dois momentos diferentes do ano. Na
primeira série de experimentos, as plantas estavam visualmente menos
desenvolvidas e, na segunda série de experimentos, as plantas estavam
visualmente bem desenvolvidas. Cada série de experimentos foi realizada em

triplicata.

Para cada série de experimentos, inicialmente, foi adquirido um lote de

beterrabas e este lote foi dividido em trés partes de acordo com o numero de
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plantas. Cada lote consistia de aproximadamente 3 kg de beterrabas. As massas
de cada parte foram verificadas e, com essas massas, foi determinado o

percentual massico de cada parte que compde a planta.

4.3.2. Avaliagao do rendimento da extragao do sumo dos bulbos e

dos talos de beterraba

O procedimento utilizado para avaliar o rendimento da extragao consiste,
basicamente, das seguintes etapas: (a) preparo das amostras, (b) extragdo por
esmagamento seguido de (c) centrifugacgao e, por fim, (d) filtragcdo a vacuo. Estas
etapas estao descritas a seguir. Vale ressaltar que o procedimento descrito nesta
secao também foi utilizado para extracdo do sumo utilizado nos experimentos de

clarificagao.
4.3.2.1. Preparo das amostras para extragao do sumo

As plantas recebidas foram divididas em bulbos e talos com folhas. Os
talos com folhas e os bulbos foram lavados em agua corrente e depois imersos
em solucdo de hipoclorito de sédio a 1 ppm por 15 min. Apds a imersao, os
bulbos e os talos com folhas foram enxaguados em agua corrente e colocados
para escorrer. Com os talos limpos e secos, as folhas foram retiradas com auxilio
de uma faca doméstica e decidiu-se proceder a remocédo das folhas somente
apos a higienizag&o para minimizar a ruptura do tecido vegetal dos talos, e por

consequéncia, a degradacao das betalainas.

4.3.2.2. Esmagamento e separagao do sumo dos bulbos e dos

talos de beterraba

A extragdo por esmagamento permite que o extrato obtido seja menos
suscetivel a degradagdo, quando comparado com técnicas que utilizam o
aquecimento e/ou a adi¢gao de solventes organicos. Devido a alta suscetibilidade
a degradacédo das betalainas, optou-se por fazer o esmagamento dos bulbos e
dos talos e a separagcado do sumo de acordo com a metodologia recomendada
por Gongalves et al. (2012).
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O esmagamento foi realizado utilizando uma centrifuga de alimentos
(Philips Walitta, modelo Rl 1861) na poténcia maxima, a fim de maximizar a

retirada do sumo.

Como o sumo bruto possui muitas particulas suspensas e pedacos de
fibras, optou-se por separar a fracdo contendo a maior quantidade de betalainas
(sobrenadante) por centrifugacédo (centrifuga Cientec, modelo CT-5000R) a
6000 rpm por 12 min a 4 °C e filtrar a vacuo o sobrenadante em filtro de papel
(Quanty, tamanho de poro nominal de 25 pm). Os extratos obtidos foram
imediatamente armazenados em frascos protegidos da luz e sob refrigeracéo

(4 °C) até a realizag&o das analises.

4.3.2.3. Rendimento da extragao do sumo dos talos de

beterraba

Em um primeiro momento, foi adquirido um lote de beterrabas e os talos
foram removidos cuidadosamente e misturados. Os talos foram divididos em trés
grupos com massas semelhantes. Cada grupo de talos foi submetido a primeira

extragao por esmagamento e o sumo foi recolhido (extrato).

Amostras do bagaco recolhido foram submetidas a uma segunda extragao
utilizando agua destilada, na proporgao de 100 g de bagago para cada 1L de
agua destilada, a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), por 10 min e
com o auxilio de um misturador mecanico (Fisatom, modelo 715). Essa mistura
foi peneirada e o extrato recolhido. O bagago remanescente foi submetido a mais
duas extragdes, nas mesmas condi¢cdes descritas para a segunda extragao, para
garantir que o maximo de betalainas fosse retirado dos talos.

Ao final do experimento, cada grupo de bulbos e de talos havia sido
submetido a uma extragdo por esmagamento e, na sequéncia, trés extragdes
solido-liquido. Para avaliar o teor de betalainas (metodologia descrita no item
4.2), foram retiradas amostras dos extratos obtidos em cada etapa de extragao.
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4.2.3. Avaliagao da degradacao das betalainas presentes nos talos e

nos extratos armazenados sob refrigeragao
4.3.3.1. Degradacao das betalainas presentes nos talos

A avaliagdo da degradacdo das betalainas presentes nos talos foi
realizada verificando-se a concentracdo de betalainas dos talos de beterraba

retirados da planta e armazenados sob refrigeragcado ao longo de oito dias.

Primeiramente, foi adquirido um lote de beterraba e os talos foram
removidos cuidadosamente e misturados. Os talos foram divididos em 24 grupos
com massas semelhantes, armazenados em sacos de polietileno e mantidos sob
refrigeragdo (4 °C). Em cada dia, durante os oito dias de armazenamento, foi
realizada a extragdo do sumo por esmagamento em trés grupos de talos
distintos, entdo determinou-se o teor de betalainas em cada extrato conforme

metodologia descrita no item 4.2.

4.3.3.2. Degradacao das betalainas presentes nos extratos

armazenados sob refrigeragao

Além do estudo de degradacdo das betalainas presentes nos talos
armazenados, foi avaliada a degradagcdo desses compostos nos extratos

armazenados sob refrigeragéo (4°C).

Novamente partiu-se de um lote de beterrabas e os talos foram removidos
cuidadosamente e misturados. Os talos foram divididos em 3 grupos com
massas semelhantes e cada grupo foi submetida a uma unica etapa de extracéo
por esmagamento; os extratos obtidos foram armazenados em frascos Falcon,
com capacidade de 50 ml sob refrigeragdo e ao abrigo da luz. Imediatamente
apos a extragao, e diariamente durante cinco dias, verificou-se a concentracao

de betalainas das amostras conforme metodologia previamente descrita.
4.4.Processamento por Alta Pressao: estudo de extragao e estabilidade

Os testes realizados utilizando a tecnologia de processamento por alta
pressdao (HPP) tiveram o intuito de estudar os efeitos desta tecnologia na
extracdo e na estabilidade das betalainas de talos de beterraba vermelha. Em

um primeiro momento estdo apresentados alguns testes preliminares que
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auxiliaram no desenvolvimento dos experimentos, visto que a literatura ainda nao
apresenta muitos estudos que relacionam esta tecnologia a familia desses
pigmentos, especialmente quando os mesmos sao provenientes dos talos. Os
procedimentos experimentais utilizados na aplicacgo do HPP estao
apresentados por um fluxograma na Figura 4.1

[ Beterraba ]
Separacdo
Bulbos Tales com folhas
Preparo / \
da =
amostra Envio a inddstriae Desfolhagem
ao comercio
Tliu/ \Fn\"‘lli
Sanitizacéo Descarte

. Talos sanitizados

Esmagamento
Extra;ﬁo - Sumo " Bagago
Extragdo
solido-liquido
T Sobrenadante
Diluicdo Corpo de fundo
Preparo para o
P P Solugio
processamento —
por alta pressdo Empacotamento fc

- Solugdo + particulas

Processamento h Processamento
por alta pressdo por alta pressdo

. Solugdo + particulas

Corpo de fundo
Centrifugacdo Descarte
Tratamento do
extrato apés o o B Retido
processamento | Filtrago Descarte
por alta pressdo

Filtrado

[ Extrato Final l

| —

Figura 4.1 - Fluxograma do processo de extragédo e processamento por HPP do

extrato de betalainas provenientes de talos de beterraba vermelha
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Os experimentos de HPP realizados utilizaram o Sistema de
Processamento de Alimento por Alta Pressdo em escala laboratorial Avure 2L-
700 (Numero de série 101130, EUA), em temperatura ambiente e temperatura
moderada (em torno de 40 °C), nas pressdes de 4000 bar e 6000 bar. Na Figura

4.2 esta apresentada uma fotografia do equipamento de tratamento.

Fonte: Autor

Figura 4.2 — Fotografia do equipamento de HPP utilizado nos testes realizados
ao longo deste estudo

O equipamento utiliza agua destilada para transferir a pressdo do meio
para a camara, onde é colocado o alimento, e registra a temperatura na camara
com auxilio de um termopar. Apds o tratamento, a camara é instantaneamente
despressurizada. Um esquema simplificado da pressurizacéo esta apresentado
na Figura 4.3. Apds o tratamento, os extratos foram centrifugados, filtrados e

armazenados em tubos cénicos tipo Falcon sob refrigeragéo e ao abrigo de luz
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Pressurizagéo

Agua em
baixa pressao

Agua em
baixa pressao

Intensificador de ' Intensificador de
alta presséo alta presséo

Figura 4.3 — Esquema simplificado da pressurizagado que ocorre no interior do

equipamento de HPP

4.4.1. Preparo da amostra para o teste inicial e para os testes

preliminares

O extrato de beterraba vermelha foi preparado por meio de uma extracao
sélido-liquido, realizada com auxilio de liquidificador doméstico (Breville, modelo
BBL420). Juntamente com os talos de beterraba vermelha, foi utilizada agua
acidificada com 4acido citrico para que o pH do extrato estivesse em 5,8,
considerado o pH de maior estabilidade para a betanina (Saguy, 1979). A

propor¢ao massa de talos:volume de agua acidificada foi de 1:2.

Nos experimentos realizados no teste inicial (item 4.4.2), as amostras
foram padronizadas pelo volume de 20 ml da mistura resultante no liquidificador.
Esse volume foi mensurado com auxilio de uma proveta graduada e a amostra
transferida para um envelope plastico, selado e entdo tratado conforme a
descricdo do teste.

A fim de melhorar a homogeneizacdo das amostras para os testes
preliminares (item 4.4.3), a mistura foi separada com auxilio de uma peneira e
foram verificados o volume do liquido e a massa do solido. Respeitando a
proporgao original, os envelopes plasticos foram preparados com o mesmo

volume e massa.
4.4.2. Teste inicial

Este estudo foi realizado a fim de observar alguns efeitos do tratamento

HPP nos extratos de beterraba vermelha uma vez que a literatura ndo apresenta
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estudos desta tecnologia aplicada a este produto. Neste primeiro experimento
foram testadas as pressdes de 4000 e 6000 bar, durante 5 min e em temperatura
moderada. O efeito do HPP nas amostras foi verificado por meio da analise de
concentragao de betalainas (item 4.2) no dia do tratamento (1° dia) e com um
dia de armazenamento (2° dia). Além disto, também foi verificada a atividade

residual da enzima polifenoloxidase (item 4.2) nas amostras tratadas.
4.4.3. Testes preliminares

A seguir estdo apresentados os testes realizados para determinar as
condi¢cdes mais adequadas do tratamento em alta presséo para os extratos de

talos de beterraba vermelha.

4.4.3.1. Verificagao do efeito do HPP na atividade de PPO sem

utilizagao de calor

Neste estudo, foi avaliado se a redugéo da atividade de PPO (observada
nos resultados do Teste Inicial) foi obtida em fungéo da aplicagdo de HPP ou da
combinagao de calor e alta pressdo. Para isto, foram realizados experimentos
com HPP nas pressdes de 4000 e 6000 bar, durante 5 min, em temperatura

ambiente.

O efeito do HPP nas amostras foi verificado por meio da atividade residual
da enzima polifenoloxidase (item 4.2) e da analise de concentragao de betalainas
(tem 4.2) no dia do tratamento (1° dia) e com trés dias de armazenamento
(4° dia).

Foi verificado, também, se a modificacdo no preparo da amostra

proporcionou melhora na homogeneizagdo das mesmas.

4.4.3.2. Efeito da reducao da atividade de PPO na estabilidade

de amostras tratadas com HPP

O teste realizado nesta parte do estudo verificou se a redugao na atividade
da enzima PPO contribuiu para o aumento da estabilidade das betalainas,
quando os extratos s&o tratados por HPP e armazenados sob condi¢cbes

controladas de temperatura e luz.
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Neste experimento, foi aplicado HPP na pressao de 6000 bar, durante 5
e 15 min, em temperatura moderada; foram utilizadas, como formas de
avaliacdo, a verificagdo da reducdo da atividade de PPO (item 4.2) e a

concentragao de betalainas (item 4.2) no 1°, 2° e 4° dia.
4.4.3.3. Tempo e pressao de processamento

Inicialmente, este estudo avaliou a concentracdo de betalainas nos
extratos submetidos ao tratamento por alta pressdo com diferentes duracgdes.
Tratamento por HPP foi aplicado nos extratos durante 10, 20, 30, 40 e 50 min,
sob temperatura moderada (aproximadamente 40 °C) e pressao de 4000 bar. O
efeito do tratamento nas amostras foi avaliado por meio da comparagao da
concentragdo de betalainas (item 4.2) nas amostras tratadas com a amostra

controle.

Além do tempo de tratamento, também foi avaliado o impacto de
diferentes pressdes na concentracao de betalainas dos extratos. Para isto, foi
aplicado HPP na pressao de 6000 bar, durante 20, 30 e 40 min, em temperatura

moderada.
4.4.3.4. Extracao do pigmento residual

Ao longo dos experimentos, foi verificado que a concentragédo do extrato
produzido com diferentes lotes de beterraba estava reduzindo
consideravelmente, o que pode ocorrer naturalmente, devido a sazonalidade dos
alimentos ao longo do ano, como ja abordado no item 4.3. Para aumentar a
concentracdo de betalainas nos extratos, foi testada a extracido por
esmagamento, com auxilio de uma centrifuga de alimentos (ao invés do
liquidificador) (Breville, modelo BJE200C). Contudo, o esmagamento produzia
uma quantidade consideravel de bagago. Como a parte sdlida era visualmente
pigmentada, foi testada a aplicagdo de HPP no auxilio da extragdo do pigmento

presente neste residuo.

Para o teste HPP, foram colocados em envelopes plasticos 5 g de bagago
e 10 ml de agua destilada. Os envelopes foram tratados em alta presséo por 10
e 20 min, na temperatura de 40 °C e 6000 bar. Também foi realizado o mesmo

teste utilizando um liquidificador doméstico (Breville, modelo BBL420), com o
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intuito de verificar se seria necessario a aplicagédo de uma tecnologia deste porte

para o auxilio da extragdo ou se uma tecnologia simplificada seria suficiente.

O teste com o liquidificador doméstico foi realizado na mesma proporgao
bagago/agua que o teste com HPP. Amostras resultantes da extragdo soélido-
liquido também foram submetidas ao tratamento de alta presséao a fim de verificar
se a combinagdo dos processos de extragao solido-liquido (liquidificador) e de
alta pressao (HPP) iria impactar na extragdo de pigmentos no bagago dos talos
de beterraba vermelha. O efeito dos tratamentos nas amostras foi avaliado por
meio da comparagdo da concentracdo de betalainas (item 4.2) nas amostras

tratadas com a amostra controle e entre os tratamentos.

4.4 4. Efeitos do HPP na concentragao e na estabilizagao de

betalainas de extratos de talos de beterraba vermelha

Os experimentos desta parte do estudo foram realizados com base nos
resultados obtidos nos testes preliminares, os quais estdo apresentados no item
5.2.2.

4.4.41. Preparo da amostra

O extrato de beterraba vermelha foi obtido com o esmagamento,
utilizando uma centrifuga de alimentos (Breville, modelo BJE200C) na poténcia
maxima, a fim de maximizar a retirada do sumo. Em seguida, foi realizada a
extragdo soélido-liquido com sumo e bagaco obtidos no esmagamento,
juntamente com agua acidificada (mesmo volume do sumo obtido), com o auxilio
de um liquidificador doméstico (Breville, modelo BBL420). Apos 2 min de
trituragdo com extragao solido-liquido, a mistura foi separada com o auxilio de
uma peneira doméstica. O bagaco residual foi descartado e o liquido (extrato) foi

utilizado nos testes.

Devido a variagao natural da concentracdo de betalainas presentes nos
talos de beterraba vermelha, e ao fato deste fator ser de suma importancia na
estabilidade dos pigmentos, esta parte do estudo foi realizada com duas faixas
de concentragdo de pigmentos: o extrato menos concentrado (em torno de 12
mg de betanina/100 ml de extrato) e o mais concentrado (em torno de 17 mg de

betanina/100 ml de extrato).
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4.4.4.2. Aplicagao de HPP

As amostras que foram tratadas por alta presséo foram transferidas para
envelopes plasticos e seladas, no volume de 20 ml de amostra em cada
envelope. As amostras com baixa concentragdo inicial de betalainas
apresentaram concentragéo de 12,0 £ 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato e as
de alta apresentaram 17,3 + 0,3 mg de betanina/100 ml de extrato. Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente, na pressao de 6000 bar,
durante 10, 20 e 30 min.

A concentracao de betalainas foi observada no dia do tratamento (1° dia)
e, novamente, no 2° e 4° dia. A atividade de POD foi analisada no 2° dia. A
concentragao de betalainas, a taxa de degradagao das betalainas e a atividade

da POD foram realizados conforme descritos no item 4.2.

4.5. Tratamento Térmico aplicado em Alta Temperatura por Curto Tempo
(HTST): estudo de estabilidade

Neste item, estdo descritas os materiais, os equipamentos e as
metodologias utilizadas no preparo dos extratos de talos de beterraba vermelha,
a determinacdo da temperatura efetiva do tratamento e como o tratamento
térmico HTST foi aplicado nos extratos. Os procedimentos experimentais
utilizados na aplicagéo do tratamento térmico HTST estdo apresentados por um

fluxograma na Figura 4.4.
4.5.1. Preparo da amostra

Os talos de beterraba vermelha foram esmagados com o auxilio de
centrifuga de alimentos (Breville, modelo BJE200C). Este processo inicial foi
realizado para diminuir o tamanho das particulas e reduzir a quantidade de agua
necessaria na extragao solido-liquido feita no liquidificador doméstico (Breville,
modelo BBL420). Ap6s o esmagamento, foram verificados o volume de sumo

(liquido) e a massa do bagaco (sélido).
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Foram adicionados ao liquidificador o sumo, agua levemente acidificada
com acido citrico (ho mesmo volume que o sumo) e o bagaco. O liquidificador foi
ligado por 2 min. Em seguida, a mistura foi separada com o auxilio de uma
peneira doméstica, o bagaco residual foi descartado e o liquido (extrato) foi

utilizado nos testes.

Os extratos foram diluidos e separados em amostras de 20 ml seladas em
pouches. Assim como nos testes de HPP, foram testadas amostras com duas
concentracdes iniciais de betalainas. As amostras com baixa concentracao
inicial de betalainas continham concentragcédo de 12,2 + 0,1 mg de betanina/100
ml de extrato e, as de alta, continham 17,3 + 0,3 mg de betanina/100 ml de

extrato.
4.5.2. Determinagao da Temperatura Efetiva do Tratamento (Tes)

Em tratamentos térmicos de alimentos, € comum os autores
referenciarem a temperatura meédia, final ou do banho/equipamento. Entretanto,
isto pode ndo representar a temperatura precisa a que o alimento foi submetido
durante o tempo em que foi tratado. Esta falta de precisao dificulta a avaliagao
da magnitude da influéncia da aplicagdo do calor no alimento, uma vez que a
cinética de degradacdo de um composto pode ser afetada por fatores nao-
térmicos durante o tratamento térmico. Considerando que o tratamento térmico
HTST é, em grande parte, ou até totalmente, aplicado durante a fase de
aquecimento do alimento, foi necessario o calculo da temperatura efetiva do

tratamento, sugerido por Farid e Alkhafaji (2012).

No estudo, os autores apresentam um método de determinacéo da Tet.
Neste método, é necessario que sejam mensuradas as temperaturas do alimento
ao longo do aquecimento e, com tais informagdes, é possivel construir um perfil

de aquecimento.

O perfil de aquecimento foi determinado colocando um pouch, contendo
uma pequena abertura, a qual permitia apenas a introducido de um termopar,
dentro de um banho previamente aquecido a 120 °C. A temperatura do extrato
foi observada, durante 2 min, a cada 10 segundos. Este teste foi realizado em

triplicata.

52



Utilizando as informagdes do perfil de temperatura e a equacao
simplificada (Eq 4.9), retirada do estudo de Farid e Alkhafaji (2012), foram
determinadas as temperaturas efetivas de tratamento em cada intervalo
estudado.

E

eff ln(zo iL_EI/RT)
onde E é a energia de ativagdo da betanina (82061,3 J mol! (Saguy, 1979)), R
¢ a constante universal dos gases (8,314 J mol' K-'), T é a temperatura absoluta

no ponto (K) e n € o numero de pontos observado.

4.5.3. Efeitos do tratamento térmico HTST na concentragdao e na
estabilidade de betalainas de extratos de talos de beterraba

vermelha

Os pouches contendo os extratos foram colocados em um banho
previamente aquecido a 120 °C, durante 80, 100 e 120 s. Imediatamente apds o
tratamento, os pouches foram resfriados em banho de agua fria e gelo por 3 min.
As amostras resfriadas foram centrifugadas, filtradas e armazenadas em tubos

cbnicos tipo Falcon sob refrigeracao e abrigo de luz.

A concentragdo de betalainas foi observada no dia do tratamento (1° dia),
e novamente no 2°, 4° e 8°dia. A atividade de POD foi analisada no 2° dia. A
concentracao de betalainas, a taxa de degradacgao das betalainas e a atividade

da POD foram determinados conforme o item 4.2.
4.6.Clarificagao e Estabilizagao: microfiltragao e ultrafiltragao

Nesta secao estdo apresentadas as membranas que foram utilizadas nos
processos de micro e ultrafiltragao, o equipamento de bancada construido para
a realizagdo dos experimentos, bem como a metodologia empregada no
processo de clarificacdo do extrato. Os procedimentos experimentais utilizados
na aplicagado dos PSM estao apresentados por um fluxograma na Figura 4.5
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Beterraba
Separacdo
Bulbes Talos com folhas
Preparo ,/ \
da | Envio aindustriae Desfolhagem
amostra ao comércio
Talos Folhas
Sanitizacdo Descarte
— ___ Talos sanitizados
Bagago
Esmagamento Descarte
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Corpo de fundo
Extracio — Centrifugagdo Descarte
Sobrenadante
Retido
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(batelada ou Descarte
diafiltracdo)
Permeado
Clarificacdo - Concentrado
¢ ) Ultrafiltracdo Descarte
Permeado

Extrato Clarificado

Figura 4.5 - Fluxograma do processo de extragao e clarificacdo do extrato de
betalainas provenientes de talos de beterraba vermelha por MF, modo batelada

ou DF, seguida por UF

54



4.6.1. Membranas

As membranas utilizadas neste trabalho s&o membranas ceramicas, a
base de zirconio e titanio (ZrO2/TiO2), sendo a membrana de MF com tamanho
de poro nominal de 0,05 um e a membrana de UF com massa molar de corte
(MMC) de 20 kDa. Ambas as membranas s&o tubulares e possuem 250 mm de
comprimento, 6 mm de diametro interno e 10 mm de didmetro externo,

perfazendo uma area de permeacéo de 0,0047 mZ.

As membranas foram adquiridas da Andritz Separation, Industria e

Comércio de Equipamentos de Filtracdo Ltda e uma fotografia das membranas

esta apresentada na Figura 4.6.

Fonte: Autor
Figura 4.6 - Fotografia das membranas de MF e UF utilizadas neste estudo

4.6.2. Sistema de membranas

A Figura 4.7 apresenta uma fotografia do sistema de membranas de

bancadas utilizado para a clarificacao do extrato.
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Fonte: Autor
Figura 4.7- Fotografia do sistema de membranas de bancada utilizado para a
clarificagao do extrato: médulos para membranas tubulares (1) e (2); bomba
diafragma (3) e (4); mandmetros (5, 6, 7 e 8); valvulas agulha (9, 10, 11 e 12);
banho de resfriamento ultratermostatico (13) e caixa térmica de ciclopentano
(14)

Este sistema de membranas é constituido pelos seguintes equipamentos

e acessorios:

e dois modulos para membranas tubulares de aco inoxidavel (Andritz
S.I.C.E. F. Ltda) (1 e 2);

¢ duas bombas diafragmas(Shurflo, modelo 8030-813-239) (3 e 4);

e quatro manémetros (Manotec, com escala até 5 bar), dispostos
antes e depois de cada modulo (5, 6, 7 e 8);

e quatro valvulas agulha de latdo dispostas na saida do concentrado
e na linha de recirculacao (9, 10, 11 e 12);

¢ tubulacdes de silicone atoxico;

e manta com subcobertura de aluminio (espessura de 5 mm) para

isolamento térmico e bloqueio de luz;
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e banho de resfriamento ultratermostatico (Labor, modelo SP-
152/10) (13);
e caixa térmica de ciclopentano (Coleman, modelo Marine 100QT,
volume 94,6 L) onde foram dispostos os tanques de alimentagéo e
de permeado (14).
A Figura 4.8 apresenta uma imagem dos acessorios que estavam dentro

da caixa térmica e a sua disposi¢cao. Os acessorios sao:

e serpentina de ago inoxidavel;
e tanque de alimentacao de plastico com capacidade para 3,6 L;
e frasco de vidro para coleta do permeado com capacidade de 1 L;

e estantes para suportar os frascos.

Fonte: Autor
Figura 4.8 - Visao da disposicéo dos tanques de alimentagao e de permeado

dentro da caixa térmica
4.6.3. Compactacao das membranas

A compactacdo das membranas foi realizada através da circulagao de
agua destilada na planta em pressao superior a pressao de operagao. O fluxo

permeado foi verificado a cada 10 min; quando a diferenca nos valores das trés
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ultimas medidas de fluxo era menor do que 1% foi considerado que a membrana

estava compactada.

Para a compactacdo da membrana de MF foi utilizada a pressao de 1,0

bar e para a membrana de UF foi utilizada a pressao de 2,0 bar.
4.6.4. Determinagao do fouling através da permeancia hidraulica

A permeéncia hidraulica, antes e apos a filtracdo do extrato através das
membranas, foi verificada através da medida do fluxo permeado em quatro
pressdes diferentes. As medidas de fluxo foram realizadas variando-se a pressao
no sentido decrescente, com o intuito de minimizar o efeito de compactacéo da
membrana durante os experimentos. Para a membrana de MF foram utilizadas
as pressodes de 1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 bar e para a membrana de UF foram

utilizadas as pressoes de 2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 bair.

Em ambos os casos, o experimento foi iniciado com a circulagdo de agua
destilada na maior pressao durante 10 min. Apds este tempo, o fluxo permeado
foi medido em duplicata e a presséao foi reduzida. Este procedimento foi repetido
com todas as quatro pressdes observadas. Com os dados obtidos, a tendéncia

ao fouling foi determinada com auxilio da Eq 3.4.
4.6.5. Limpeza das membranas

As membranas ceramicas foram submetidas a limpezas antes e apdés
cada experimento, pois ocorreu 0 escurecimento das membranas e percebeu-se
um mau cheiro devido a degradagao da matéria organica. O processo de limpeza
consistiu de varias etapas: limpezas quimicas, imersao em banho de ultrassom

e imersao em solucao de hipoclorito de sodio.

A limpeza quimica foi adaptada do trabalho de Cassini (2008) e consiste
de uma etapa alcalina e uma etapa acida intercaladas por enxagues com agua
destilada. A limpeza quimica foi realizada na pressao de 0,01 bar e com a vazao
de alimentagdo de 0,3 m®h'. O procedimento foi iniciado com agua destilada a
temperatura ambiente, que foi lentamente aquecida até atingir 40 £ 2 °C. Apéds
15 min de circulagado, a solucdo de alimentacao foi trocada pela solugdo de

hidréxido de sodio 5 g L' previamente aquecida a 40 °C, que circulou no sistema
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por 30 min. Em seguida, foi realizado o enxague com agua destilada por 15 min
e, novamente, a solugao de alimentacgao foi trocada pela solugao de acido citrico
(5 g L") previamente aquecida a 40 °C, que circulou no sistema por 30 min.

Finalmente, foi realizado o enxague com agua destilada.

Apos a limpeza quimica, o mdodulo foi desmontado e a membrana
ceramica foi cuidadosamente retirada e colocada em um banho com ultrassom

(Unique, modelo 1600A) aquecido a 40 °C durante uma hora.

A limpeza foi finalizada com a imersdo da membrana em uma solugao
contendo hipoclorito de sédio (1%) durante 1 h. Por fim, a membrana foi

enxaguada com agua destilada.

4.6.6. Limpeza da unidade de membranas

Nos intervalos de utilizacdo da unidade de membranas, foram realizadas
limpezas com o intuito de remover qualquer residuo de extrato do interior das
mangueiras, bombas e modulos, além de inibir o desenvolvimento de micro-

organismos.

A limpeza foi feita com a circulacdo de uma solucéo de hipoclorito de sédio
a 0,1 ppm durante 45 min. Essa circulacdo foi feita com a solucdo em
temperatura ambiente e a planta operando sem presséao, para evitar que alguma
possivel sujidade fosse pressionada para o interior da membrana. Apds a
circulagao da solugdo, a unidade foi enxaguada repetidas vezes com agua

destilada.
4.6.7. Testes Preliminares de Clarificagao

Nesta secao estdo apresentados os testes preliminares realizados para

estabelecer as melhores condicdes para os experimentos de MF e UF.
4.6.7.1. Preparo das amostras para extragao do sumo

Os talos sanitizados foram submetidos a extragdo por esmagamento
utilizando uma centrifuga de alimentos (Philips Walitta, modelo Rl 1861) na
poténcia maxima. O sumo foi centrifugado (centrifuga Cientec, modelo CT-
5000R) a 6000 rpm por 12 min a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado a vacuo em

filtro de papel (Quanty, tamanho de poro nominal de 25 pm). Os extratos obtidos
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foram imediatamente armazenados em frascos protegidos da luz e sob
refrigeracao (4 °C). A diluigdo dos extratos s6 foi aplicada minutos antes da
clarificagao.

4.6.7.2. Determinacgao da pressao de operagao

A determinacao da pressao de operacao foi realizada a partir da analise
do comportamento do fluxo permeado ao longo da filtragcdo do extrato em
diferentes pressdes. Para a realizacdo desses experimentos, foram utilizados

extratos com concentragao inicial de 10 mg de betanina/100 ml de extrato.

Inicialmente, realizou-se um condicionamento do sistema utilizando um
pequeno volume de extrato que foi circulado e removido para garantir a retirada
total de agua remanescente nas tubulagbes. Em seguida, iniciaram-se os
experimentos para verificacdo da pressao de operacdo. Para a membrana de
MF foram utilizadas pressdes de 0,25 até 1 bar e, para a membrana de UF,
testaram-se pressdes de 0,5 até 1,25 bar, com intervalos de 0,25 bar entre os
pontos de observagdo para ambas as membranas. O extrato circulava nesta
pressao durante 30 min e o fluxo permeado foi medido a cada 5 min. Se o fluxo
permeado estivesse constante apds os 30 min, a pressao seria aumentada para
o préoximo ponto de observacéo e assim por diante. A pressao critica de operagao
consiste no maior valor de pressao abaixo da qual ndo ocorre fouling ou que a
ocorréncia do mesmo se torna desprezivel, ou seja, que o fluxo permeado se

mantém constante ao longo do tempo
4.6.7.3. Padronizagcao da solucao de alimentagao

Como ja mencionado neste trabalho, os alimentos apresentam diferentes
composi¢gdes, mesmo que cultivados em situagdes semelhantes. Logo, foram
realizados trés experimentos com diferentes concentragdes iniciais de
alimentacao para observar a influéncia da concentragao inicial no processo de

MF. As solugdes testadas foram:

e solugao | (SOL I): concentragao de 11 mg de betanina/100 ml de extrato

obtida naturalmente com o esmagamento (sem diluig&o);
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e solugao Il (SOL Il): concentragdo de 23 mg de betanina/100 ml de

extrato obtida naturalmente com o esmagamento (sem dilui¢ao);

e solugao Il (SOL Ill): concentragdo de 11 mg de betanina/100 ml de
extrato obtida por meio da diluicdo de um extrato com concentracédo de

20 mg de betanina/100ml de extrato.

Os experimentos iniciaram com a circulagao da alimentacao por 20 min.
no modo de reciclo total, isto €, com as correntes de retido e de permeado
retornando para o tanque de alimentacdo; apds este tempo, o permeado
comegou a ser recolhido. Os experimentos foram realizados na pressao
transmembrana de 0,5 bar, vazio de alimentacdo de 0,3 m3h', temperatura de
10 £ 2 °C e tempo de duragao de 4 h. O volume inicial de alimentacéao foi de 2 L,

com a troca da solugao de alimentacao apds 2 h de filtragao.

A cada 30 min foram coletadas amostras das correntes de permeado e da
solugcdo de alimentacdo, medindo-se, também, o fluxo permeado. Para cada
amostra foi determinado o teor de betalainas e os volumes finais dos permeados
foram verificados com auxilio de uma proveta. Antes e apds cada experimento

foram realizadas limpezas, conforme descrito no item 4.6.5.
4.6.7.4. Tempo de processo versus degradacao de betalainas

Considerando que a alimentagao do processo de UF foi o permeado do
processo de MF, realizou-se um experimento de MF para verificar a degradagéo
das betalainas com o tempo de experimento e se o volume de permeado obtido

seria suficiente para realizar o experimento de UF.

Os experimentos de MF foram realizados na pressao transmembrana de
0,5 bar, vazao de alimentacéo de 0,3 m3h', temperatura de 10 + 2 °C e tempo

de duragao e troca de alimentagédo conforme descrito a seguir:

e tempo de experimento de 6 h, com troca de alimentagédo a cada 3 h,

com volumes iguais a 2 L;

¢ tempo de experimento de 6 h, com troca de alimentacéo a cada 2 h com

volumes iguais a 2 L;
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e tempo de experimento de 4 h, com troca de alimentagcdo a cada 2 h,

com volumes iguaisa 2 L.

A cada 30 min, foram verificados o fluxo permeado e coletadas amostras
do permeado. Também foram coletadas amostras de cada solugdo de
alimentacao, antes e apos a MF. Para cada amostra, foi determinado o teor de
betalainas e os volumes finais dos permeados foram verificados com auxilio de
uma proveta. Antes e apds cada experimento foram realizadas limpezas,

conforme descrito no item 4.6.5.

4.6.7.5. Comparagao do comportamento do fluxo permeado de
MF batelada e MF/DF

Dois experimentos de MF foram realizados: um em modo batelada e um
em modo DF. As microfiltragdes foram realizadas durante 4h, sendo que foi feita
uma troca da solucéo de alimentacdo na MF em modo batelada. Na MF/DF nao
houve troca da solugédo de alimentagcédo e a primeira adicdo de agua destilada
(100 ml) a solugéo de alimentagao foi com 2 h de processo. Apos essa adigéo
inicial, a cada 100 ml permeado recolhidos, 100 ml de agua destilada foram
adicionados a solucao de alimentacdo. Amostras do permeado foram recolhidas
a cada 20 min e os valores do fluxo permeado e da concentragao de betalainas
foram comparados ao longo do processo.

Com o intuito de reduzir as variacbes na concentracdo do extrato a ser
clarificado, neste teste, os extratos foram preparados de um mesmo lote de
beterrabas e congelados. O extrato congelado foi descongelado no dia do
processo e imediatamente submetido ao processo.

4.6.8. Clarificagao do extrato de beterraba vermelha utilizando MF

em batelada seguida por UF

Neste item estda apresentada a metodologia utilizada para os
experimentos de microfiltragcdo e de ultrafiltragdo dos extratos, utilizando as
condicdes de operacdo mais adequadas que foram determinadas pelos testes

preliminares. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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4.6.8.1. Microfiltracao do extrato dos talos de beterraba

Antes de iniciar o processo de MF em batelada, o extrato utilizado como
alimentacao foi diluido até a concentragdo de 10 mg de betanina/100 ml de
extrato para fins de padronizagao. Para cada experimento de MF foram utilizados

4 L de extrato, divididos em dois frascos (2 L cada).

Os experimentos iniciaram com a circulagado da alimentagao por 20 min
no modo de reciclo total e, apds este tempo, o permeado comegou a ser
recolhido em um frasco Duran ambar. Os experimentos foram realizados na
pressdo transmembrana de 0,5 bar, vazdo de alimentagdo de 0,3 m3h,
temperatura de 10 £ 2°C e tempo de duracdo de 4 h. O processo ocorreu no
modo batelada alimentada, com volume inicial de alimentagcdo de 2L, com a
troca da solugcdo de alimentagcado apods 2 h de filtracdo e o processo de MF
prosseguiu por mais duas horas, totalizando 4 h de experimento. Essa troca da
solugao foi adotada em fungédo de resultados preliminares, nos quais uma grande
diminuicdo do fluxo permeado foi percebida em fungdo do aumento da

concentracao da solucdo de alimentacao.

A cada 30 min, foram coletadas amostras das correntes de permeado e
de concentrado e medido o fluxo permeado (em duplicata). Para cada amostra
foi determinado o teor de betalainas e a atividade residual da POD (item 4.2).

Durante todo o processo de MF, os tanques de alimentacdo e do
permeado ficaram imersos em banho a 10 °C. Apesar do aquecimento
proveniente do atrito com as tubulagdes e do calor dissipado pela bomba, a
temperatura da solugdo de alimentagdo foi monitorada e nao ultrapassou a

temperatura de 12 °C.
4.6.8.2. Ultrafiltragao do extrato microfiltrado
O permeado obtido da MF foi utilizado como alimentagao para o processo

de UF, nestes experimentos, ndo foram realizadas diluicdes.

Assim como nos experimentos de MF, os experimentos iniciaram com a
circulagdo da alimentacdo por 20 min no modo de reciclo total e, apds este
tempo, o permeado comecou a ser recolhido em um frasco Duran dmbar. Os

experimentos foram realizados na pressao transmembrana de 1,0 bar, vazao de
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alimentagdo de 0,3 m3h', temperatura de 10 + 2 °C e tempo de duragdo de
45 min.

A cada 15 min, foram coletadas amostras das correntes de permeado e
concentrado e medido o fluxo permeado (em duplicata). Para cada amostra foi

determinado o teor de betalainas e a atividade residual da POD (item 4.2).

4.6.9. Clarificagao do extrato de beterraba vermelha utilizando
MF/DF seguida por UF

Com o intuito de reduzir a quantidade de residuo gerado pela clarificagdo
do extrato de beterraba vermelha por meio de MF batelada seguida por UF,
estudou-se a aplicagao de MF em modo DF; neste caso, o permeado proveniente

deste processo também foi, em seguida, submetido a UF.

As condicdes de operagao da MF/DF seguem as mesmas do processo de
MF batelada:

e pressao de operacgao = 0,5 bar;

e temperatura do banho =10 °C;

e vazio da corrente de alimentagdo = 0,3 m3h',

e tempo de MF = 4h;

e concentragdo de betalainas na alimentagdo inicial = 10 mg de
betanina/100 ml de extrato.

A modificacao foi realizada quanto ao volume de alimentacao, o qual, na
MF batelada, foi de 2 L e, na MF/DF foi de 3 L. Além disto, nao foi realizada a
troca de alimentacdo apds duas horas de processo. Estas modificacbes
permitiram que o processo utilizasse % dos talos de beterraba quando

comparado ao processo de MF em batelada.

Como a concentrag&o de pigmentos € um fator que influencia na estabilidade
das betalainas, conforme descrito anteriormente, e, uma vez que a adi¢cédo de
uma grande quantidade de agua na alimentagao iria reduzir a concentragao de
permeado, manteve-se os parametros da MF/DF para estes experimentos, ou
seja, a adigao de agua destilada iniciou com 2 h de processo e foi repetida a
cada 100 ml de permeado recolhido. O permeado obtido nesta etapa também foi

submetido ao processo de UF, como descrito no item 4.6.8.2.
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A aplicacao de MF em modo DF foi avaliada por meio das analises para
a determinagédo da qualidade dos extratos (item 4.2), assim como os extratos
submetidos ao processo de clarificagao anterior. Adicionalmente, também foi
avaliada a estabilidade das betalainas das amostras (Alimentagdo MF inicial,
Alimentacédo MF final, Alimentagao UF inicial, Alimentagao UF final e permeado)
comparando a qualidade das mesmas no dia do tratamento (1° dia) e sob
armazenamento controlado (2°, 6° e 10° dia).

4.7. Analise estatistica

Os dados experimentais foram avaliados pelo teste de analise de
variancia (ANOVA) e o teste de diferencas entre as médias, teste Tukey, com o
nivel de significancia de 95%. O software utilizado foi Statistica® 7.0 para
Windows (Statistica 7.0,Stat Soft).
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5. Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos para todos os
estudos, bem como a discussdo dos mesmos. Inicialmente, estdo apresentados
os resultados do estudo da aplicabilidade dos talos de beterraba vermelha como
fonte de betalainas, uma vez que esta parte da beterraba nao é alvo de muitos

estudos e de aplicagdes industriais.

Em seguida, apresenta-se o estudo que avaliou a aplicagdo do HPP nos
extratos de talos, enfatizando o efeito do tratamento na extracdo e na
estabilidade dos pigmentos. Na sequéncia, estdo apresentados os resultados do

estudo do efeito do tratamento térmico HTST na estabilidade das betalainas.

Por fim, esta apresentado o estudo da aplicagdo dos PSM na clarificacao
do extrato de talos de beterraba vermelha. Este estudo inicia com os testes
preliminares, seguido pela clarificagdo do extrato por MF em batelada e UF. Na
sequéncia, esta apresentada uma modificacdo do procedimento anterior por
meio da aplicagdo da MF em modo DF, também seguido por UF. E, por fim, esta
apresentado um balango de massa do processo com o objetivo de avaliar o

rendimento de cada etapa e a necessidade de melhorias no processo.

5.1.Avaliacao da aplicabilidade dos talos de beterraba vermelha como
fonte de betalainas

Nesta etapa foram realizados experimentos para determinar o percentual
massico que os talos representam em uma beterraba, o teor de betalainas nos
extratos obtidos dos talos em comparacao aos extratos obtidos dos bulbos e o
rendimento da extracdo, tanto em relagdo ao volume quanto em relagc&o ao teor

de betalainas presentes nos talos.

5.1.1. Determinagao do percentual massico de bulbo, folhas e talos

na planta beterraba vermelha

A massa de talos em relagdo a massa da planta de beterraba é um dado
importante uma vez que poucos estudos presentes na literatura abordam
informacdes sobre os talos. Para tanto, foram realizados experimentos para

quantificar o percentual massico dos talos, e demais parte, em uma planta inteira
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de beterraba. Observou-se que o tamanho e o desenvolvimento das plantas ao
longo de um ano sao bastante variaveis; desta forma, realizou-se a comparagéo
de massas em dois momentos distintos: (a) plantas visualmente menos
desenvolvidas (apés um periodo de seca) e (b) plantas visualmente mais
desenvolvidas (no periodo de safra). Os resultados obtidos, para os percentuais
de massa para as diferentes partes da planta (bulbo, folhas e talos) nos dois
grupos, estdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1- Comparacédo da composi¢cao massica da beterraba utilizando plantas

menos desenvolvidas (a) e plantas mais desenvolvidas (b)

Amostra Talos (%) Folhas (%) Bulbo (%)
(a) 26,6 + 0,1 b° 202+1,3 53,3+1,32
(b) 33,3+3,7° 122+25¢ 545+6,1°2

Os resultados seguidos por diferentes letras na mesma linha indicam
diferenca significativa (p <0,05) de acordo com o teste Tukey.

Na Tabela 5.1 esta apresentada a analise estatistica dos resultados
obtidos. Apesar do desenvolvimento das beterrabas dos dois grupos ter ocorrido
de forma diferente, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao percentual

massico para cada parte da planta avaliada.

A amostra de beterraba que apresentou menor percentual massico de
talos (26,5%) fez parte do grupo (a) e a amostra com o maior percentual massico

de talos (37%) estava no grupo (b).

A partir da analise da Tabela 5.1 ainda pode-se perceber que, quando as
plantas eram menos desenvolvidas, ndo foi possivel observar diferenca
significativa entre as composi¢cdes massicas de talos e folhas. Durante a limpeza
das beterrabas, na etapa de preparagao das amostras, era possivel observar
que os talos das plantas menos desenvolvidas eram mais finos e curtos, quando

comparados aos talos das plantas mais desenvolvidas.

Considerando que no Brasil foram produzidas 177.154 toneladas de
beterraba em 2006 (IBGE, 2009) e que as plantas tém uma composi¢ao média
de 30% de talos, pode-se estimar que foram descartadas em torno de 53.146 ton
de talos de beterraba somente nesse ano. Com base nestes dados, a produgao

de talos de beterraba pode ser considerada relevante para justificar a
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necessidade de estudos para o seu aproveitamento de modo a minimizar

problemas de natureza socioeconémica e ambientais.

5.1.2. Concentracao de betalainas nos extratos obtidos de talos e

nos bulbos de beterraba vermelha

Com o objetivo de avaliar se a quantidade de betalainas presentes no
extrato obtido dos talos de beterraba por esmagamento € comparavel aquela
obtida com o esmagamento dos relativos bulbos, foram realizados experimentos
para determinar a quantidade de betalainas encontrada nos diferentes extratos
obtidos de trés conjuntos distintos de talos e de bulbos de beterraba. Na Figura

5.1 estdo apresentados os resultados obtidos neste experimento.

E possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes de betalainas nos extratos dos bulbos, cujo valor ficou em torno
de 77 mg de betanina para cada 100 ml de extrato de bulbos. Segundo Stintzing
e Carle (2008a) o bulbo da beterraba vermelha apresenta teores entre 40 e
200 mg de betanina para cada 100 g.

No entanto, para os extratos obtidos dos talos houve diferenca
significativa entre as concentragbes de betalainas obtidas para o primeiro
experimento em relacido aos outros dois, sendo que, para esses, ndo houve
diferenca. A faixa de concentragdes observada nos extratos dos talos ficou entre
32,3 e 36,8 mg/100 ml de extrato. Considerando que os extratos foram obtidos
de diferentes plantas e que os alimentos sdo matrizes muito complexas, a

variagdo de concentragcdo dos pigmentos pode ser considerada pequena.

Considerando os resultados obtidos percebe-se que a concentragcdo de
betalainas nos extratos provenientes dos talos apresentam uma concentracao
em torno de 55% menor quando comparada a concentragdo dos extratos
provenientes dos bulbos. Segundo Azeredo (2009), os corantes comerciais de
beterraba vermelha possuem concentracao de betanina de 0,3 a 1% (m/m). Com
base nessa informacgao, nos dados de produgao de beterraba no pais e nos
resultados obtidos, os talos de beterrabas podem ser considerados como uma

fonte para a extracao de betalainas.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.1 — Concentragdes de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato)
em extratos obtidos por esmagamento em trés conjuntos distintos de bulbos e

de talos de beterraba

5.1.3 Avaliagao do rendimento da extragcao do sumo dos talos de

beterraba

A fim de avaliar o rendimento da extracdo de betalainas dos talos de
beterraba por esmagamento foram realizadas quatro extragdes em série: a
primeira por esmagamento, seguida de trés extragdes sélido-liquido do bagaco,
utilizando agua destilada na temperatura ambiente (em torno de 20 °C). Este
procedimento foi adotado pois, ap6s o esmagamento, observou-se que o bagago
ainda apresentava coloracao caracteristica indicando presenca de betalainas.

A técnica de extragao soélido-liquido foi selecionada com base em estudos
apresentados na literatura, nos quais este processo foi empregado para a
extragao de betalainas presente na beterraba vermelha. No estudo desenvolvido
por Nayak et al. (2006), a extragado de betalainas de fatias de bulbos de beterraba
foi realizada utilizando radiagdo gama e, para o experimento controle, os autores
empregaram o processo de extragao solido-liquido, utilizando como solvente

uma solug&o aquosa de acido citrico 1%, na razdo 1:25 (m:m).
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Como uma das motivacdes principais deste trabalho foi manter as
caracteristicas naturais do extrato, optou-se pela utilizacdo de agua destilada
como solvente para a realizagao da extragao soélido-liquido.

Na Figura 5.2 estdo apresentados os resultados do percentual massico
de betalainas que foi removido em cada etapa de extragdo em relagao ao total

extraido no processo.

3,4% 16%

@ Esmagamento

@ 12 Ext. Sélido-liquido
@22 Ext. Sélido-liquido
032 Ext. Sélido-liquido

Figura 5.2 — Percentual massico de betalainas extraido dos talos de beterraba
em cada etapa de extragdo: esmagamento, seguido de trés extragdes solido
liquido a temperatura ambiente (20 °C)

Conforme pode ser observado na Figura 5.2, na etapa de esmagamento
foi extraida a maior quantidade de betalainas (em torno de 62,6% das betalainas
presentes nos talos de beterraba) e, na primeira etapa de extragéo sélido-liquido,
extraiu-se cerca de 32% da massa de betalainas presentes nos talos. Porém,
nos extratos obtidos por esmagamento, as concentragdes de betalainas ficaram
em torno de 30 mg/100 ml de extrato, enquanto que a concentragdo da 12
extragao solido-liquido ndo chegou a 2 mg de betanina/100 ml de extrato (o teste

foi realizado em ftriplicata).

A concentragao obtida na 1° extragao solido-liquido do bagaco de talos foi
menor que aquela obtida por Nayak et al. (2006). Uma explicagdo para este

resultado € que, além da quantidade de betalainas ser menor nos talos do que
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nos bulbos, os autores realizaram a extracao diretamente em fatias de bulbos,
utilizando agua acidificada como solvente e durante duas horas. No presente
trabalho, a extragdo foi realizada no bagago dos talos somente com agua

destilada, durante 15 min.

Ao longo do desenvolvimento deste estudo, foi estudada a possibilidade
de utilizar o extrato da primeira extragao sélido-liquido para diluir os extratos com
o objetivo de padronizar a alimentagao do processo de clarificagdo. Entretanto,
extratos com concentragdes muito baixas (menor que 2 mg de betanina/100 ml
de extrato), mesmo armazenado sob refrigeracéo e protegido da luz, sofriam
oxidacao no periodo de 15 h em que precisava ser armazenado. A concentracio
de betalainas diminuia para 0,8 -1 mg/100 ml de extrato e era possivel observar
visivelmente tons alaranjados no extrato. Logo, a partir dos resultados obtidos
nestes experimentos, 0 esmagamento foi adotado como unica etapa de extragcéo
de betalainas dos talos de beterraba.

5.1.4. Avaliagcao da degradagao das betalainas presentes nos talos e

nos extratos submetidos ao armazenamento sob refrigeragao

Durante os experimentos de determinagdo do teor de betalainas nos
extratos observou-se que ocorria a rapida degradagao das mesmas. Decidiu-se,
portanto, avaliar a degradacgéo destes compostos ainda nos talos, bem como nos
extratos obtidos por esmagamento. Nestes experimentos, tanto os talos como os
extratos foram armazenados sob refrigeragdo (4 °C) e ao abrigo de luz e, além
disto, o teor de betalainas foi avaliado diariamente durante oito dias (talos) e
cinco dias (extratos). Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5.3.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.3 — Variagao do teor de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato)
nos talos de beterraba submetidos ao armazenamento sob refrigeragao (4 °C)

e ao abrigo da luz

Pela analise dos resultados apresentados na Figura 5.3, observa-se que
ha diferencga significativa na concentragao de betalainas para os extratos de talos
armazenados sob refrigeragdo. A concentracado de betalainas manteve-se sem
diferenga significativa entre o segundo e o terceiro dia de armazenamento. Foi
observado uma redugdo na concentragdo dos pigmentos no quarto dia,
mantendo-se sem diferenca significativa até o sexto dia de armazenamento. A
degradagao aumentou significativamente para o sétimo e oitavo dias. Em oito
dias de armazenamento, foi degradado em torno de 24% das betalainas
presentes nos talos.

Em seguida, foi avaliada a degradacdo das betalainas nos extratos
obtidos a partir do esmagamento dos talos de beterraba. Os resultados estdo

apresentados na Figura 5.4.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.4 — Variagao do teor de betalainas dos extratos obtidos de talos
armazenados sob refrigeracao (4 °C) e ao abrigo da luz, em relagéo ao teor

inicial (imediatamente apds a extragao) durante cinco dias

Observa-se na Figura 5.4 que a degradacgéao dos extratos foi comprovada
estatisticamente apenas a partir do 3° dia de armazenamento. Considerando o
comportamento da degradacgao das betalainas, torna-se necessario basear a
escolha da forma de armazenamento, talos ou extrato, de acordo com o tempo
que este produto precisara ser armazenado. Se o produto precisa ser
armazenado por apenas um dia, ndo ha degradacéao significativa das betalainas
no extrato; contudo, quando ha necessidade de armazenar por uma semana,
ocorre menor degradacdo das betalainas nos talos. Desta forma, € importante
avaliar o tempo necessario para o processamento para definir a melhor forma de

armazenamento.
5.2. Processamento por Alta Pressao: estudo de extragao e estabilidade

Nesta secdo estido apresentados os resultados obtidos nos testes
preliminares e finais da aplicagao da tecnologia de HPP em extratos de talos de

beterraba vermelha.
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Na Figura 5.5 esta apresentado um perfil tipico de pressdo e de
temperatura em fungdo do tempo para o tratamento com HPP, neste caso,
aplicado em amostras de extratos de talos de beterraba vermelha e a
temperatura ambiente (= 25°C). Para todos os tratamentos, o tempo de
pressurizacao foi inferior a 3 min e a despressurizagao foi mais rapida do que a
pressurizacido. A temperatura aumentou com a pressurizagdo, mas manteve-se

proxima a 25 °C durante a maior parte do tratamento.
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Figura 5.5 — Perfil tipico de pressao e temperatura durante o tratamento com
HPP de extratos de talos de beterraba vermelha. Linha continua (-—-)

representa pressao e linha tracejada (----) representa temperatura
5.2.1. Teste Inicial

O comportamento da concentracao de betalainas dos extratos de talos de
beterraba vermelha no dia do tratamento (1° dia) e no 2° dia (mantida em
armazenamento controlado) esta apresentado na Figura 5.6 juntamente com as
amostras controle de cada dia. Os extratos foram tratados por HPP a
temperatura moderada (40 °C), durante 5, 10 e 15 min, nas pressdes de 4000 e
6000 bar.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.6 — Concentragao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato)
em duas amostras (A e B) tratadas por HPP durante 5, 10 e 15 min, nas
pressdes de 4000 e 6000 bar, a temperatura moderada (40 °C) no dia do

tratamento (1° dia) e submetidas ao armazenamento a 4 °C e ao abrigo da luz

(2° dia)

Pela analise dos resultados apresentados na Figura 5.6 observa-se que
diferentes amostras (A e B), submetidas ao mesmo tratamento, apresentaram
comportamento diferente com relacdo a concentragdo de pigmento,
especialmente apés um dia de armazenamento e em ambas as pressodes
testadas. Essa discrepancia do comportamento entre as amostras submetidas
ao mesmo tratamento pode ter sido devida a uma preparacao inadequada das

mesmas. Uma vez que a forma em que o volume de amostra foi mensurado n&o
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possibilitou que as composicoes das amostras fossem semelhantes, isto é,
apenas a amostragem por volume ndo assegura que a mesma quantidade de
liquido (sumo) e solido (bagago) estejam na mesma propor¢do em todas as

amostras.

A reducéo da atividade de PPO nas amostras submetidas ao tratamento
pode ser observada na Tabela 5.2, a qual homeia as amostras pelo tempo de

tratamento.

Tabela 5.2 — Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP
durante 5, 10 e 15 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar a temperatura
moderada (40 °C)

Atividade Residual de PPO (%RA)

Amostra 4000 bar 6000 bar
5 min (A) 11,6 11,6
5 min (B) 13,7 11,2
10 min (A) 13,8 11,6
10 min (B) 12,4 12,4
15 min (A) 13,3 34,5
15 min (B) 11,2 9,2

Apesar da falta de homogeneizagao das amostras, observa-se na Tabela
5.2 que o tratamento empregado possibilitou a reducéo na atividade de PPO em
valores relevantes, resultando em atividades residuais variando de 34,5%
(amostra 15 min A na pressé&o de 6000 bar) a 9,2% (amostra 15 min B na pressé&o
de 6000 bar). O processamento com mais curta duragao, 5 min, ja foi suficiente
para reduzir a atividade da enzima nas duas pressdes testadas, apresentando

redugdes que variam de 86,3 a 88,8%.

Apesar da expressiva reducdo na atividade de PPO, os resultados obtidos
nesta etapa nao possibilitam afirmar que a reducéo da atividade é ocasionada
pela alta pressao, uma vez que nos testes desta etapa ocorreu um efeito
combinado de alta pressdao com temperatura moderada (em torno de 40 °C).
Considerando isto, foi realizada a verificacdo da aplicacéo de alta presséo a

temperatura ambiente (25 °C).
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5.2.2. HPP - Testes Preliminares

Os resultados descritos nos subitens seguintes foram obtidos nos testes
preliminares que foram utilizados para determinar as melhores condi¢cbes de

aplicagao da tecnologia aos extratos.

5.2.2.1. Verificagao do efeito do HPP na atividade de PPO sem
utilizagcao de calor

Na Tabela 5.3 estdo apresentados os resultados da atividade residual de
PPO nas amostras tratadas durante 5 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar em

temperatura ambiente (25 °C).

Tabela 5.3 - Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP

durante 5 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar a temperatura ambiente (25°C)

Amostra Atividade Residual de PPO (%RA)
4000 bar (A) 87,2
4000 bar (B) 89,2
6000 bar (A) 90,7
6000 bar (B) 91,3

Como pode ser observado na Tabela 5.3, o processamento HPP
proporcionou uma reducéo de aproximadamente 10% na atividade da PPO em
extratos de talos de beterraba vermelha. Comparando os resultados
apresentados nas Tabelas 5.2 e 5.3 observa-se que o uso do processamento
HPP em temperatura moderada contribuiu mais para a redug¢ao da atividade da
PPO do que quando aplicado em temperatura ambiente. Quando os
experimentos foram realizados a temperatura moderada e na pressdo de
4000 bar durante 5 min (Tabela 5.2), as atividades residuais de PPO foram de
11,6% e 13,7%, enquanto que para HPP, a temperatura ambiente (Tabela 5.3)
as atividades residuais foram de 87,2% e 89,2%. O mesmo comportamento foi
observado para o tratamento HPP na pressdo de 6000 bar. em temperatura
moderada (Tabela 5.2) as atividades residuais foram de 11,6% e 11,2% e em
temperatura ambiente (Tabela 5.3) as atividades residuais de PPO foram de
90,7% e 91,3%.
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Esses resultados demonstram que a enzima PPO é mais sensivel ao
processamento que combina tratamento térmico e alta pressdo do que apenas
a alta pressao, mesmo quando aplicado a curtos tratamentos, confirmando a sua

termosensibilidade descrita na literatura (Yong, 2014; Latorre et al., 2012).

As concentracbes de betalainas das amostras controle e tratadas a
temperatura ambiente, durante 5 min, nas pressdes de 4000 e 6000 bar, no 1° e
2° dia, estédo apresentadas na Figura 5.7.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.7 — Concentragao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato)
em amostras tratadas por HPP durante 5 min, nas pressdes de 4000 e 6000
bar, a temperatura ambiente, no dia do tratamento (1° dia) e submetidas ao

armazenamento (2° dia)

Como pode ser observado na Figura 5.7, as amostras submetidas ao
mesmo tratamento (ou controle) ndo apresentam diferengca significativa na
concentragdo de betalainas. Logo, a modificagdo do preparo da amostra,
apresentada em detalhes no item 4.4.1, permitiu melhor homogeneizagéo do que
a metodologia utilizada anteriormente. Este preparo foi padronizado para os
testes posteriores e os resultados seguintes estdo apresentado por meio das

médias das amostras.
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Além disso, pela andlise dos resultados apresentados na Figura 5.7,
observou-se que ocorreu uma redugao na concentragao de pigmentos em todas
as amostras apdés o armazenamento (2° dia), indicando que as condigdes de

processamento aplicadas nao possibilitaram um aumento na estabilidade.

5.2.2.2. Efeito daredugao da atividade de PPO na estabilidade de
amostras tratadas com HPP

Com a presenga de PPO nos extratos de beterraba vermelha e os
resultados dos testes anteriores, os quais permitiram uma ampla reduc¢ao na
atividade desta enzima nos extratos quando combinado o HPP com
temperaturas moderadas, foi estudado se esta redugao na atividade da PPO
possibilitava um aumento na estabilidade dos pigmentos.

Na Tabela 5.4 estao apresentadas as atividades residuais de PPO das
amostras tratadas HPP com temperatura moderada, onde pode ser observada a
reducdo da atividade enzimatica das amostras tratadas com HPP combinado

com temperatura moderada.

Tabela 5.4 - Atividade residual (%) da PPO em amostras tratadas por HPP
durante 5, e 15 min, na pressao de 6000 bar a temperatura moderada (40 °C)
Atividade Residual de

Amostra PPO (%RA)
5 min 19,7
15 min 15,9

Na Figura 5.8 estdo apresentas as concentragbes de betalainas nos
extratos tratados com HPP e nas amostras controle no dia do tratamento (1° dia)

e nos dias de armazenamento (2° e 4° dia).
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.8 - Concentrac&o de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato) em
amostras tratadas por HPP durante 5 e 15 min, na pressao de 6000 bar, a
temperatura moderada (40 °C) no dia do tratamento (1° dia) e ap6s o seu

armazenamento (2° dia e 4° dia)

Conforme dados apresentados na Figura 5.8, observa-se que o
tratamento por HPP combinado com temperatura moderada ocasionou redugao
na concentracdo de pigmento no dia de tratamento (1° dia). Além disto, foi
observada uma redugao da concentracao de betalainas em todas as amostras
ja no 2° dia, sem diferenga significativa entre o controle e as amostras tratadas.
No 4° dia, a concentragdo da amostra tratada por 5 min e a amostra controle n&o
apresentaram diferenga significativa. A amostra tratada por 15 min, no entanto,
apresentou concentracado significativamente menor que as demais amostras.
Logo, a redugcdo em mais de 80% da atividade da PPO n&o foi suficiente para

aumentar a estabilidade das betalainas nas condi¢des estudadas.
5.2.2.3. Tempo e pressao de processamento

Esta etapa dos testes preliminares foi realizada para melhor avaliar as
condicdes de processamento por alta pressao com relacdo ao tempo e a pressao

de tratamento. As amostras tratadas com HPP a 4000 bar foram tratadas durante
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10, 20, 30, 40 e 50 min; as amostras tratadas a 6000 bar, por sua vez, foram
tratadas durante 20, 30 e 40 min. Em todos os tratamentos, a temperatura foi
moderada (= 40 °C). Os resultados que relacionam a concentragao de betalainas
dos extratos com diferentes duracdes de tratamento em cada uma das duas

pressodes testadas estado apresentados na Figura 5.9.

Observa-se na Figura 5.9 que as amostras tratadas por HPP
apresentaram concentracdes de betalainas mais baixas do que a amostra
controle (ndo tratada). Além disto, observou-se que as amostras tratadas durante
um tempo mais curto (t = 30 min) apresentaram concentragdes mais elevadas
de betalainas do que as amostras tratadas durante 40 e 50 min. Isso pode ter
ocorrido devido a agao da pressao nos vacuolos celulares, onde se encontram
as betalainas. Como a estabilidade desses pigmentos € afetada a partir do
rompimento vegetal, o processamento expds possivelmente os pigmentos,
ocasionando o inicio da degradagéo. A reducao da concentragédo de betalainas
em fatias de beterraba vermelha tratadas por HPP, em processamentos mais

longos, também foi observada no estudo realizado por Paciulli et al. (2016).

Os tempos de processamento de 40 e 50 min foram considerados muito
longos devido a redugdo da concentragdo de betalainas de 30,2% e 46,9%,
respectivamente, no tratamento a 4000 bar, e 23,2%, no tratamento aplicado por
40 min a 6000 bar. Aléem disso, o aumento da pressdo ndao causou uma queda
na concentracdo de betalainas do extrato de talo de beterraba vermelha, uma
vez que a reducdo da concentragao de betalainas da amostra tratada a 4000 bar

durante 30 min foi de 16,2% e, na amostra tratada a 6000 bar, foi de 12,8%.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.9 - Concentragao de betalainas do extrato de talos de beterraba
vermelha quando submetidos ao tratamento com HPP durante curto e longo
tempo de processamento, a temperatura moderada (40 °C) e sob pressao de

4000 bar e 6000 bar

Ao longo dos testes preliminares, foi observado que a concentragéo de
betalainas dos extratos de talos de beterraba vermelha tratados por HPP é um
balango entre a concentracao inicial e a degradagao causada pela preparacao e
pela aplicagdo do tratamento. Portanto, considerando os resultados obtidos,
foram selecionadas as condi¢cdes de processamento: pressdo de operagao de

6000 bar e tempos de tratamento inferiores a 30 min.
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5.2.2.4. Extracao do pigmento residual

Devido a variagdo natural da concentracdo de pigmentos nos talos de
beterraba, a busca por melhores condi¢des de extracdo das betalainas, que
minimizem as modificagdes nas caracteristicas naturais do extrato, foi realizada
no presente estudo. A melhor forma encontrada foi 0 esmagamento, assim como
mostram os resultados apresentados no item 5.1. Contudo, a geragdo de um

residuo pigmentado abre uma nova alternativa de extragéo.

A aplicagao de HPP nesse residuo (10 e 20 min, temperatura ambiente e
pressao de 6000 bar) foi avaliada e comparada com a trituragdo com extracéo
solido-liquido, feita em um liquidificador doméstico, e com a combinagao das
duas tecnologias (trituragdo com extragao solido-liquido seguida por HPP). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5.10.

Como pode ser observado na Figura 5.10, apenas o contato da agua com
o bagacgo néo foi eficiente na extragdo do pigmento residual, uma vez que o
extrato obtido apresentou concentragéo de 0,8 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de
extrato. Entretanto, a aplicagdo de HPP e de trituracdo com extragcdo solido-
liguido permitiram a extracdo de uma quantidade relevante de pigmento do

extrato.

No estudo realizado por Jun et al. (2011), o processamento por alta
pressao foi utilizado para extrair ingredientes bioativos de folhas de cha verde.
Os autores aplicaram 400 MPa durante 15 min em uma mistura de 15 g folhas
frescas de cha verde (Thea sinensis L.) em p6 com 300 ml de uma solugao
agua:etanol na proporgdo 1:1. Foi observado que o processamento com alta
pressao ocasionou ruptura do tecido das folhas, da parede celular, membrana e
das organelas, favorecendo a transferéncia de massa entre as folhas e o

solvente.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.10 — Concentragao de betalainas de extratos obtidos com diferentes
tecnologias aplicadas ao bagago do esmagamento dos talos de beterraba
vermelha: 10 e 20 min de HPP, trituragdo com extracao sdélido-liquido,
trituragdo com extrac&o solido-liquido seguida por HPP (10 e 20 min) e sem

aplicacao de tecnologia (controle)

No presente trabalho, a aplicacido de HPP durante 10 € 20 min permitiu a
extracdo de 4,0+x0,3 e 4,5+0,1mgdebetanina/100 ml de extrato,
respectivamente, e a trituragdo com extracdo solido-liquido resultou em um

extrato com concentragéo de 5,2 + 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato.

Entretanto, a combinacdo de trituragdo com extragcao solido-liquido e
aplicagao de HPP nao apresentou aumento na extracao de betalainas do residuo
de talos de beterraba vermelha uma vez que ndo houve diferenga significativa
entre o extrato obtido apenas pela trituracdo com extracdo sélido-liquido do
bagagco com agua e os extratos que, posteriormente a trituragcdo com extragao

solido-liquido, foram submetidos ao HPP durante 10 e 20 min.

Considerando os resultados desta etapa, a aplicacdo de HPP para o
aumento da extragao de betalainas do residuo do esmagamento se apresentou
economicamente desnecessaria. A extragao por trituragcdo com extracao solido-

liquido, realizada com o liquidificador doméstico, apresentou resultados
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satisfatorios, nao justificando assim o emprego de uma tecnologia emergente, a
qual necessita de um alto investimento inicial. Logo, a extragdo do pigmento
residual foi realizada, para as proximas etapas, por trituragdo com extracao

solido-liquido.

5.2.3. Aplicagao do HPP: efeitos na concentragao e na estabilizagao

de betalainas de extratos de talos de beterraba vermelha

Na Figura 5.11 estdo apresentadas as concentragdes de betalainas nas
amostras tratadas por HPP (6000 bar) durante 10, 20 e 30 min, com baixa
concentragao inicial de betalainas (12,0 + 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato),

e na amostra controle, no 1°, 2° e 4° dia de armazenamento.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.11 - Concentracao de betalainas de extrato de talos de beterraba
vermelha, com baixa concentracéo inicial de betalainas (12,0 + 0,2 mg de
betanina/100 ml de extrato), no 1°, 2° e 4° dia de armazenamento, para
controle e apds tratamento HPP a 6000 bar, para diferentes tempos de

tratamento

O efeito do tratamento HPP a 6000 bar na estabilidade das betalainas
com o tempo de armazenamento pode ser observado a partir dos resultados de
concentragdo. Esses resultados confirmam a degradagao das betalainas durante

o tratamento com HPP, quando comparada ao controle. Como mencionado
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anteriormente, a diminuicdo da concentracao de betalainas no primeiro dia pode
ser devida a oxidacao e a exposi¢ao a luz durante a preparagao das amostras.
A partir do 2° dia essa degradagédo esta relacionada com o tempo de
armazenamento. As taxas de degradacao das betalainas (DR), calculadas com
auxilio da Eq 4.2, para as amostras controle e as tratadas por 10, 20 e 30 min,
foram: 1,8, 2,3, 2,1 e 2,3 mg de betanina/100 ml de extrato por dia,
respectivamente. Isto demonstra que o tratamento com HPP ndo aumentou a
extracdo nem auxiliou na manutencao da estabilidade das betalainas durante o

periodo de armazenamento considerado.

Paciulli et al. (2016) estudaram o impacto do processamento térmico e do
HPP na qualidade das fatias de beterraba. Os autores observaram melhora na
extracdo de betalainas das fatias quando a HPP foi aplicada até 7 min, e
consideraram que o aumento do teor de betalainas foi devido ao rompimento
celular no alimento. As amostras tratadas durante 15 e 30 min tiveram
concentragdes de betalainas superior a da amostra controle, mas inferior as

concentracdes das amostras tratadas durante 3 € 7 min.

A extragao por HPP pode ter sido maior nas fatias de beterrabas (Paciulli
et al.,, 2016) do que nos extratos de talos de beterraba vermelha, porque o
tratamento com HPP pode ter sido mais eficaz em células vegetais abertas. No
presente estudo, a maior percentagem de betalainas extraida foi obtida durante
0 esmagamento seguido por extragao solido-liquido. Além disto, a adi¢cao de
agua durante a extragdo diminuiu a concentragdo de pigmento, aumentando

também a atividade de agua.

Na Figura 5.12 estdo apresentadas as concentragdes de betalainas nas
amostras tratadas por HPP (6000 bar) durante 10, 20 e 30 min, com alta
concentragao inicial de betalainas, e na amostra controle no 1, 2 e 4° dia de
armazenamento. As DRs da amostra controle e das amostras tratadas por 10,
20 e 30 min foram, respectivamente: 2,1, 2,2, 2,1 e 2,3 mg de betanina/100 ml
de extrato por dia. Estes resultados confirmam que o HPP nao foi eficaz na
melhoria da estabilidade de extrato de talos de beterraba vermelha mesmo em
concentragdes iniciais de pigmentos mais elevadas (17,3 £ 0,3 mg de
betanina/100 ml de extrato).
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.12 - Concentracao de betalainas de extrato de talos de beterraba
vermelha, com alta concentragao inicial de betalainas (17,3 + 0,3 mg de
betanina/100 ml de extrato), no 1°, 2° e 4° dia de armazenamento, para
controle e apés tratamento HPP a 6000 bar, para diferentes tempos de

tratamento

Na Tabela 5.5 esta apresentada a atividade residual da POD nas
amostras que foram tratadas com HPP. A partir desses resultados observa-se
que nao foi possivel inativar a POD utilizando o tratamento HPP nas condicbes
testadas, pelo contrario, o tratamento com HPP aumentou a sua atividade. Estes
resultados concordam com os resultados obtidos no estudo realizado por Anese
et al. (1995), que trata da ativagcdo de POD em cenouras, utilizando o HPP. Os
resultados deste estudo mostraram um aumento na atividade desta enzima
quando as amostras foram submetidas ao tratamento com alta presséo,
particularmente quando o tratamento foi aplicado no pH 6, com diferentes
pressdes (4000, 5000 e 6000 bar). Os autores também relataram que a
inativacdo de POD apenas iniciou quando foram aplicadas pressdes muito altas,
em torno de 9000 bar.
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Tabela 5.5 — Atividade residual (RA%) de POD em amostras tratadas com HPP,

com baixa e alta concentracio inicial de betalainas

Concentragao Inicial de RA (%) de POD
Betalainas 10 min 20 min 30 min
Baixa (12,0 £ 0,2 mg de
betanina/100 ml de extrato) 1300 1349 17,0
Alta (17,3 £ 0,3 mg de 175.1 1843 170.0

betanina/100 ml de extrato)

Similarmente, Huang et al. (2013) estudaram a ativagdo de POD por HPP
no néctar de damasco. Os resultados mostraram que, nas duas maiores
pressdes testadas, 400 MPa (4000 bar) e 500 MPa (5000 bar), o HPP causou
ativagao, ou seja, ocorreu um aumento da atividade de POD em todos os tempos
de tratamento testados, 5, 10, 15 e 20 min. O maior valor de RA observado pelos
autores foi de 146,8% a 500 MPa/5 min. Os autores sugeriram que o aumento
na atividade de POD pode ser devido a alguns fatores tais como: mudangas nos
constituintes do extrato, liberacdo de enzimas que estavam nas membranas ou

ativacao de enzimas que estavam inativas ou latentes.

No processamento de alimentos, uma tecnologia pode ser eficaz para
melhorar a qualidade do produto e a sua vida util, sem ser eficiente na inativagao
de enzimas. Esta situagao foi observada no estudo de Woolf et al. (2013), que
avaliaram o impacto do HPP na qualidade de fatias de abacate através da
analise da cor, taxa de respiracao, producao de etileno e atividades PPO e POD.
Os resultados mostraram que o tratamento com HPP teve um efeito na
inativacao da respiracao celular e na producéao de etileno, sem a necessidade de
aplicagao de calor. Contudo, o processo foi ineficaz na inativacdo de enzimas.
Woolf et al. (2013) concluiram que, apesar da HPP ter apresentado efeitos
moderados em relacdo a atividade enzimatica, o tratamento contribuiu para o

aumento da vida util de fatias de abacate.

No presente estudo, para as condi¢des testadas, ndo houve reducdo na
DRs das betalainas para qualquer amostra apds o tratamento com HPP,
indicando que o uso desta tecnologia nao representa uma alternativa adequada

para o aumento da estabilidade das betalainas.
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5.3. Tratamento Térmico aplicado em Alta Temperatura por Curto Tempo
(HTST): estudo de estabilidade

Nesta secdo estdo apresentados os resultados da aplicagdo do
tratamento térmico HTST em extratos de talos de beterraba vermelha avaliando
o efeito da tecnologia na concentragdo de pigmentos e na contribuicdo da

estabilidade dos mesmos, quando submetidos ao armazenamento controlado.

Conforme salientado, devido ao curto intervalo de tempo que o alimento
€ tratado na aplicacédo desta tecnologia, foi determinada a temperatura efetiva

de tratamento nos tempos de tratamento aplicados.
5.3.1. Determinagao da Temperatura Efetiva de Tratamento

Na Figura 5.13 esta apresentado o perfil de temperaturas durante o
aquecimento de extratos de beterraba vermelha utilizando um banho pré-

aquecido a 120 °C.
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Figura 5.13 - Perfil de temperaturas do aquecimento de extrato de talos de

beterraba vermelha

Como pode ser visto nesta figura, o aquecimento das amostras nao
ocorreu instantaneamente e a temperatura foi aproximadamente 20 °C inferior a

temperatura do banho ao final do tratamento. Logo, o uso da temperatura do
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banho de oleo, temperatura média ou final da amostra ndo retrata
adequadamente a temperatura em que o tratamento ocorreu. A fim de empregar
a temperatura real em que as amostras foram tratadas, foi de grande importancia
a utilizacado da temperatura efetiva de tratamento. Este calculo da temperatura
efetiva do tratamento (Eq 4.9) foi também utilizada por Shibeshi e Farid (2010),

no estudo de termo-esterilizacdo de sopa de abdbora.

Utilizando os dados apresentados na Figura 5.14 e na Eq 4.9, foi
determinado que as Teff para o tratamento térmico HTST a 80 s, 100 se 120 s
foram de 75,7 °C, 81,1 °C e 85,7 °C, respectivamente.

5.3.2. Efeitos do tratamento térmico HTST na concentragao e na
estabilidade de betalainas de extratos de talos de beterraba

vermelha

Estudos prévios apresentados na literatura demonstram o impacto do
processamento térmico nas betalainas da beterraba vermelha e o uso desses
pigmentos como corante alimentar (Guneser, 2016; Paciulli et al., 2016).
Guneser (2016) investigou a estabilidade das betalainas utilizadas em leite de
vaca e observou um aumento na degradagao das betalainas com o0 aumento da
temperatura. O autor também apontou a necessidade de mais estudos para
investigar a mudancga de cor durante o processamento e/ou armazenamento em

alimentos pigmentados com betalainas.

Na Figura 5.14 estdo apresentadas as concentracdes de betalainas em
amostras com baixa concentracdo inicial sem tratamento (controle) e
termicamente tratadas com HTST por 80 s (75,7 °C), 100 s (81,1 °C) e 120 s
(85,7 °C), no dia do tratamento (1° dia) e durante uma semana de

armazenamento (2°, 4° e 8° dia).

Os resultados apresentados na Figura 5.14 mostram que as betalainas
foram degradadas pelo tratamento térmico HTST em todos os tempos de
tratamentos testados. O controle (amostra ndo tratada por tratamento térmico
HTST) apresentou uma concentracdo de betalainas superior a das amostras
tratadas durante todos os dias de armazenamento. Apés uma semana de
armazenamento (8° dia), a DR da betalainas da amostra controle foi de 1,0 mg
de betanina/100 ml de extrato por dia e das amostras tratadas a 80 s, 100 s e
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120 s foram 1,0, 1,2 e 1,1 mg de betanina/100 ml de extrato por dia,
respectivamente. Isto mostra que, nas condi¢des estudadas, o tratamento HTST
nao foi eficaz para o aumento da estabilidade das betalainas presentes nos

extratos de talos de beterraba vermelha com baixa concentracio inicial.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.14 - Concentragao de betalainas em extrato de talos de beterraba
vermelha tratados com HTST, com baixa concentragao inicial de betalainas
(12,2 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de extrato), ao longo de uma semana de

armazenamento

Adicionalmente, amostras com alta concentracdo de betalainas
(17,3 £ 0,3 mg de betanina/100 ml de extrato) também foram testadas. As
concentragbes de betalainas das amostras sem tratamento (controle) e
termicamente tratadas com HTST por 80 s (75,7 °C), 100 s (81,1 °C) e 120 s
(85,7 °C), no dia do tratamento (1° dia) e durante uma semana em

armazenamento (2°, 4° e 8° dia) estao apresentadas na Figura 5.15.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.15 - Concentracdo de betalainas em extrato de talos de beterraba
vermelha tratados com HTST, com alta concentragao inicial de betalainas
(17,3 £ 0,3 mg de betanina/100 ml de extrato), ao longo de uma semana de

armazenamento

Em extratos com alta concentracéo inicial de betalainas (Figura 5.15), a
preparagao e manipulagdo das amostras causaram degradagéao dos pigmentos
em todos os tratamentos estudados, semelhante ao que ocorreu com as
amostras com baixa concentragao inicial de betalainas. Novamente, a amostra
controle apresentou concentracido de betalainas superior a das amostras
tratadas no 1° dia. No entanto, apesar da degradacg&o do pigmento causada pelo
tratamento HTST, a amostra tratada durante 120 s e 85,7 °C mostrou uma
estabilidade melhorada. A concentracdo de betalainas da amostra tratada
(120 s) ndo mostrou diferenga significativa em relagdo ao controle, apés 4 dias

de armazenamento.

A alta concentragéo de betalainas da amostra tratada (120 s) no segundo
dia de armazenamento pode estar relacionada a um evento conhecido como
regeneracao de betalainas. Este fendmeno ocorre quando as betalainas séo
tratadas termicamente. Huang e von Elbe (1985) explicam que, apos o

aquecimento, a betanina em solucdo € hidrolisada em acido betalamico e
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ciclodopa-5-O-glicosideo (Damodaran et al., 2008). No entanto, esta reacgéo
pode ser reversivel, provocando a regeneragao da betanina. A regeneracgéo
ocorre com uma condensacgao de base de Schiff entre a amina nucleofilica do
ciclodopa-5-O-glicosideo e o grupo aldeido do acido betalamico (Damodaran et
al., 2008) e esta apresentada, em um esquema simplificado, na Figura 5.16.
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Fonte: adaptado de Huang e von Elbe (1985).

Figura 5.16 — Esquema simplificado da reagao de hidrdlise e regeneragao de

betanina

Huang e von Elbe (1985) observaram que as amostras tratadas com alta
temperatura apresentaram maior percentagem de regeneragado de betanina,
principalmente quando foram imediata e rapidamente resfriadas apds o
tratamento térmico. Eles também mencionaram que a energia de ativagao (Ea)
da reacdo de degeneragcdo da betanina é relativamente alta (17,3 kCal),
enquanto a regeneracao tem um baixo valor Ea de 0,64 kCal. Isto explica ainda
a baixa dependéncia da temperatura da reagdo de regeneragao que auxiliou na

retencao de betanina quando a mistura reacional foi resfriada rapidamente.

A regeneracgao de betalainas em suco de beterraba tratado termicamente
também foi observado no estudo realizado por Mereddy et al. (2017). Os autores
observaram esse evento nas amostras tratadas termicamente, mas a
regeneragao ocorreu em maior quantidade quando o suco tratado foi mantido
sob refrigeragdo apos o tratamento, aumentando a regeneragcédo de pigmentos
de 3% (resfriamento até 25 °C) para 10% (resfriamento até 4 °C), estando de
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho. Além disto, Mereddy et
al. (2017) observaram que o suco tratado termicamente apresentou maior

estabilidade que o suco cru ao longo de todo o armazenamento, confirmando a
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contribuicao do tratamento térmico na estabilidade das betalainas presentes na

beterraba vermelha.

Como resultado, a combinagado de tempo e temperatura de tratamento
(120 s/85,7 °C), juntamente com o resfriamento rapido do extrato, provavelmente
permitiu a regeneracdo de uma quantidade maior de betanina, em comparagao
com as outras condigdes de tratamento. Este aumento na estabilidade foi
observado a partir do segundo dia e também foi confirmado pelos valores da DR
das betalainas. Apés uma semana de armazenamento (8 dias), a DR da amostra
controle foi de 1,2 mg de betanina/100 ml de extrato por dia, enquanto a DR da
amostra tratada (120 s) foi de 0,4 mg de betanina/100 ml de extrato por dia. Além
disso, a concentragdo de betalainas do controle no 4° dia n&o apresentou
diferencga significativa com a concentragao da amostra tratada (120 s) no 8° dia.
Diferentemente, as amostras tratadas por 80 e 100 segundos foram mais
instaveis do que o controle, uma vez que as DR foram de 1,5 e 1,4 mg de
betanina/100 ml de extrato por dia, respectivamente.

Adicionalmente, o tratamento térmico de HTST foi eficaz na redugao da
atividade de POD de todas as amostras tratadas (baixa e alta concentracao de

betalainas), conforme resultados apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Atividade residual (RA%) de POD nas amostras tratadas por

tratamento térmico HTST com baixa e alta concentracao inicial de betalainas

Concentragao Inicial de RA (%) de POD

Betalainas 80 s/75,7 °C 100 s/81,1 °C 120 s/85,7 °C

Baixa (12,2 £ 0,1 mg de
betanina/100 ml de extrato) 20,1 1,2 0,7
Alta (17,3 £ 0,3 mg de

betanina/100 ml de extrato) 59 1.4 0,9

A POD é um dos elementos responsaveis pela degradacdo das
betalainas, mas a estabilidade destes pigmentos depende de muitos outros
fatores, tais como pH, temperatura, outras enzimas, teor de agua, entre outros
(Manchali et al., 2013, Dambach et al., 2008; Herbach et al., 2006).

Os resultados para a amostra com baixa concentracdo inicial de
betalainas mostram que a atividade de POD foi reduzida em mais de 99%
quando tratada por 120 s, mas ainda insuficiente para manter o extrato estavel.

Contudo, nas amostras com concentracdo elevada de betalainas, a reducéao
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significativa da atividade de POD pode ter evitado a degradacdo do pigmento

pela enzima, o que contribui para a estabilidade do extrato.

Devido ao baixo numero de estudos sobre os talos de beterraba vermelha,
a literatura ndo apresenta qualquer discussao relacionada ao comportamento
dos compostos presentes no extrato quando submetidos a diferentes
tratamentos. No entanto, a diferengca na estabilidade pode ser porque, em
concentracdes elevadas, as solugdes tém menos mobilidade dos componentes
do alimento do que em solucdes de baixa concentracdo, desfavorecendo a
solubilidade do oxigénio/oxidacdo e, consequentemente, aumentando a

estabilidade das betalainas (Stintzing e Carle, 2008a).
5.4.Clarificacao e Estabilizagao: microfiltragao e ultrafiltragao

Nesta secido estdo apresentados os resultados do estudo da aplicacao
dos PSM para a clarificagdo do extrato de talos de beterraba vermelha.
Inicialmente estdo apresentados os testes preliminares, que possibilitaram
delinear as condi¢gdes em que a MF e a UF foram aplicadas. Em seguida estao
apresentados os resultados da MF, em modo batelada, seguida pela UF.
Posteriormente, os resultados da aplicacdo da MF em modo DF também estao
apresentados. Em seguida, estdo apresentados os resultados das analises
fisico-quimicas, de cor e atividade de POD, além da verificagado da estabilidade
das betalainas, com o intuito de verificar os efeitos da clarificacdo nos extratos.
Por fim, um balango de massa para as etapas do processo, considerando a
massa de beterrabas inicial, as perdas e o extrato clarificado. Este balango final
permite avaliar o efeito do modo DF na MF, bem como identificar a abrangéncia

e as limitagdes do processamento.
5.4.1. Testes preliminares

Neste item estdo apresentados os resultados obtidos para os
experimentos preliminares de MF e UF do extrato obtido dos talos de beterraba
por esmagamento, para determinagao do tempo de compactagao da membrana
e da pressao critica de operacdo. Também estdo apresentados os
procedimentos de padronizacdo da solucdo de alimentacido e de avaliacdo da

degradagao das betalainas com o tempo de experimento.
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5.4.1.1. Compactacao das membranas

Com o intuito de distinguir os efeitos que causam diminuigdo do fluxo
permeado durante os experimentos de MF e UF é necessario realizar a
compactagao das membranas, a qual deve ser realizada com agua destilada em
pressdes superiores a pressao de operacao. Neste estudo utilizou-se a pressao
de 1 bar para a membrana de MF e de 2 bar para a membrana de UF, as quais
foram escolhidas com base em ensaios preliminares. Na Figura 5.17 esta
apresentado o comportamento do fluxo permeado de agua destilada para cada

membrana durante os experimentos de compactacao.
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Figura 5.17 — Fluxo permeado médio em fung&o do tempo durante os ensaios
de compactacao para as membranas de MF utilizando presséo de 1 bar e de
UF utilizando pressao de 2 bar. Os experimentos foram realizados na

temperatura de 15 °C.

Com estes resultados, foi observado que o fluxo permeado permanece
aproximadamente constante apés 50 min de compactacdo para ambas as
membranas. Para garantir a compactagao das membranas (e assim minimizar o
efeito deste fator nos resultados) e considerando o resultado deste experimento,
estabeleceu-se que 60 min € um tempo suficiente para compactagao das

membranas antes dos experimentos.
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5.4.1.2. Determinagao da pressao de operagao

Para a determinacdo da pressdo critica de operacédo foi utilizado um
extrato com concentragdo de 10,5 mg de betanina/100 ml de extrato para a
membrana de MF. O permeado obtido no processo de MF foi utilizado como
alimentacao para o processo de UF e apresentava uma concentracdo de
7 mg/100 ml de extrato. As pressdes de operacdo para as membranas de MF e
UF foram determinadas com a avaliacdo da estabilidade do fluxo permeado.
Para a membrana de MF utilizaram-se as pressoes de 0,25, 0,5, 0,75 e 1 bar e,
para a membrana de UF, as pressodes de 0,5, 0,75, 1,0 e 1,25 bar. Os resultados

obtidos nestes experimentos estdo apresentados na Figura 5.18.
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Figura 5.18 — Fluxo de permeado em fungao da pressao transmembrana para
intervalos de tempo de 30 min, para as membranas de MF e de UF. Condicbes

de operacio: 10 °C e 0,3 m3 h-'

No processo de MF, foi observada queda no fluxo permeado a partir da
pressao de operacgao de 0,75 bar. No processo de UF, por sua vez, a redugao
no fluxo permeado ocorreu quando o sistema operava na pressao de 1,25 bar.
Para as pressdes de 0,25 e 0,5 bar o fluxo permeado permaneceu constante
durante os 30 min de experimento para o processo de MF e, para o processo de
UF, isto ocorreu para as pressoes de 0,5, 0,75 e 1,0 bar.
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Com base nos resultados destes experimentos, as pressdes de operacao
estabelecidas para os processos de MF e de UF foram 0,5 bar e 1,0 bar,
respectivamente. Quando o sistema operou nestas condigdes, o fluxo permeado

se manteve constante e foi maior quando comparado a pressdes mais baixas.

A concentracdo da alimentacao tem influéncia direta no comportamento
do fluxo permeado e no valor da pressao critica de operacao, desta forma, se a
concentragao inicial for diferente da utilizada nesta etapa sera necessario refazer

este experimento para encontrar as novas pressdes criticas de operacao.

5.4.1.3. Padronizacao da solugao de alimentagao

Visando minimizar as variagdes na etapa de clarificacdo utilizando o
processo de MF seguido da UF, foram realizados experimentos com extratos em
diferentes concentragdes de betalainas como solugdo de alimentacdo do
processo de MF: solugédo 1 (Sol |), com 11 mg de betanina/100 ml de extrato
(cuja concentracao foi obtida naturalmente, sem diluic&o), solug&o 2 (Sol Il), com
23 mg de betanina/100 ml de extrato (cuja concentragao foi obtida naturalmente,
sem dilui¢ao) e solugao 3 (Sol lll), com 11 mg de betanina/100 ml de extrato (cuja
concentragao foi obtida por meio de diluicdo com agua destilada). Lembrando
que o processo ocorreu ho modo batelada alimentada, com volume inicial de
alimentagcao de 2 L e com a troca da alimentacio depois de 2 h de filtracdo e o
processo de MF prosseguiu por mais duas horas, totalizando 4 L de solugéo de

alimentacgao utilizada e 4 h de experimento.

Na Figura 5.19 esta apresentado o comportamento do fluxo permeado ao
longo do processo de MF para estas trés solugdes de alimentacéo testadas; na
Tabela 5.7 estao apresentadas as concentracdes iniciais e finais dos extratos
utilizados, bem como a concentracdo e o volume do permeado obtido no

processo, que foi utilizado, posteriormente, como alimentacéo na etapa de UF.
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Figura 5.19 — Fluxo permeado em fungédo do tempo de experimento (4 h) para o
processo de MF para trés solugdes de alimentagao diferentes: Sol | com 11 mg
de betanina/100 ml de extrato (original), Sol Il com 23 mg de betanina/100 ml
de extrato (original) e Sol lll com 11 mg de betanina/100 ml de extrato (diluido).
Condigbes de operacao: 0,5 bar, 10 °C e 0,3 m3 h™!

Tabela 5.7 — Concentragdes de betalainas da alimentacao inicial, alimentagao
final, permeado e volumes de permeado obtidos na MF para trés diferentes

solugdes de alimentagao

Concentragao Concentragdgo Concentragao Vv
. A . s g olume de
Amostra alimentacao inicial alimentagao final do permeado permeado
(mg de bet/ (mg de bet/ (mg de bet/100 (ml)
100 ml de ext.) 100 ml de ext.) ml de ext.)
Sol |
11 mg bet/100 10,9 £ 0,1¢ 10,8 £ 0,1¢ 6,5+0,1 550
ml ext. - natural
Sol 1l
23 mg bet/100 229+0,72 21,8 £0,1° 18,5+ 0,01° 300
ml ext. - natural
Sol 11l
11 mg bet/100 11,0 £ 0,3¢ 11,0 £ 0,14 8,3+0,1° 700

ml ext. - diluido

Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

A analise dos resultados apresentados na Figura 5.19, mostra que os
experimentos realizados com a Sol Il (11 mg de betanina/100ml de extrato com

diluicdo) apresentaram os maiores valores de fluxo permeado durante todo o
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processo de MF, seguido pela Soll (11mg de betanina/100 ml de extrato
original); os experimentos realizados com a Sol Il (23 mg de betanina/100 ml de
extrato, original) apresentaram os menores valores de fluxo permeado. Estes
resultados estdo de acordo com o esperado, uma vez que, quanto mais
concentrada uma solugao, maiores sao os efeitos dos fenbmenos de polarizacao

por concentragao e fouling na membrana.

Quando a Sol lll foi utilizada como alimentagéo, foram obtidos os maiores
valores de fluxo permeado durante todo o tempo de experimento. Esta diferenca
do fluxo ocorreu, pois, o extrato original ndo contém apenas betalainas em sua
composi¢cdo, mas, também, outros componentes naturais. Quando ocorre a
diluicdo do extrato, a concentracdo de todos os componentes diminui e as
caracteristicas da alimentagdo como a massa especifica e a viscosidade sao

modificadas.

Com auxilio da Tabela 5.7, foi observado que nao houve diferenga
significativa entre a concentragéo inicial e final para os experimentos realizados
com a solugédo Sol I. Contudo, ocorreu degradagédo das betalainas durante o
processo realizado com a solugao Sol Il. Considerando apenas a concentragao
de betalainas, este fato ndo era esperado, uma vez que foi realizada uma troca
de alimentacido depois de 2 h de MF, o processo ocorreu em temperatura de
10 °C, protegido da luz e sabendo que solugbes mais diluidas sofrem maior
degradagao do que solugdes mais concentradas. Uma possivel explicagao para
este resultado € que durante o PSM, a solucdo de alimentacédo é concentrada
(devido a retirada do permeado), principalmente nos componentes que s&o
retidos, aumentando, portanto, a quantidade de enzimas na alimentacao e, por
consequéncia, a degradacao do pigmento. Além disso, durante o processo de
filtracdo a solugao de alimentacao sofre a agao de forgas cisalhantes que podem
causar degradacgao das betalainas. Apesar de estatisticamente significativa, a
degradagao das betalainas que ocorreu na alimentagao Sol Il foi baixa (em torno
de 5%).

No estudo sobre recuperagao de polifendis de efluentes de vinicolas
desenvolvido por Giacobbo et al. (2015), foi observado que a recuperacao de

polifendis por MF foi maior para correntes de alimentagdo mais diluidas. Os
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autores relacionam o aumento da recuperacgao de polifendis no permeado com

o0 aumento da solubilidade dos polifendis no efluente utilizado como alimentacgao.

Resultados semelhantes foram obtidos neste trabalho, relacionando a
concentracao de betalainas e o volume permeado, as amostras Sol |, Sol |l e Sol
Il permearam, respectivamente 35,8, 55,5 e 58,1 mg de betalainas. A primeira
amostra (Sol |) permeou uma quantidade menor de pigmentos devido a
combinagdo de uma baixa concentracdo de betalainas na solugido de
alimentacdo e um baixo volume permeado. As amostras Sol Il e Sol Il
recuperaram quantidades proximas de pigmento. Entretanto, a Sol Il teve maior
rendimento em funcéo da diluicdo da solug¢ao de alimentagao, o que minimiza os
fendbmenos de camada limite e, desta forma, permite que as betalainas

permeiem mais facilmente através da membrana.

Tendo em vista os resultados obtidos, foi estabelecido que a concentragao
de alimentacao para a etapa de MF no processo de clarificagado do extrato deve
estar entre 10 — 11 mg de betanina/100 ml de extrato, sendo esta, também, a
menor concentragao encontrada para todos os extratos originais analisados, que

variou entre 10 e 36 mg de betanina/100 ml de extrato.

Quando € realizada a diluigdo do extrato além de ocorrer um aumento da
quantidade de betalainas recuperada, se observa, também, um melhor
aproveitamento dos talos para se obter o mesmo volume de alimentagao. Por
exemplo, para se obter 4L de extrato com concentracdo de 23 mg de
betanina/100 ml extrato foram necessarios 7400 g de talos de beterraba, com
rendimento de 55,5 mg de betanina no permeado (300 ml). Se este extrato fosse
diluido, seriam necessarios 1,92 L de extrato original e 3550 g de talos seriam
suficientes, proporcionando uma redugao de 52% em massa de talos e, como

consequéncia, um melhor aproveitamento de talos.

5.4.1.4. Tempo de processo versus degradagao de betalainas

Experimentos de MF foram realizados para avaliar a degradacao das
betalainas presentes nas correntes de alimentacdo e de permeado. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 5.8.

Nesta etapa, foram realizados 2 experimentos com durag¢ao de 6 h, sendo

que, no primeiro, houve troca de alimentag&o a cada 3 h, com volumes iguais de
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2 L e, no segundo, procedeu-se a troca de alimentacéo a cada 2 h, com volumes
iguais de 2 L. No terceiro experimento, com duragao de 4 h, fez-se a troca de
alimentacao a cada 2 h, com volumes iguais de 2 L.

Tabela 5.8 — Concentragdes de betalainas normalizadas em relagdo a
concentracao inicial para as alimentagdes iniciais, alimentacdes submetidas a

MF batelada e as concentragcdes dos seus respectivos permeados

Concentragao de betalainas/concentracgao inicial de
betalainas (mg de betanina/mg inicial de betanina)

Amostra 6h-2alim.de3h 6h-3alim.de2h 4h-2alim.de2h
Alim. Inicial 1 1,00 £ 0,01 1,00 £ 0,01 1,00 £ 0,01
Alim. Final 1 0,98 £ 0,1 1,00 £ 0,05 0,95+ 0,01
Alim. Inicial 2 0,99 £ 0,02 0,97 £ 0,04 1,00 £ 0,01
Alim. Final 2 0,98 £ 0,05 0,98 £ 0,01 0,97 £ 0,02
Alim. Inicial 3 1,00 £ 0,02
Alim. Final 3 0,99 + 0,01
Permeado apds 30 min 1,00+ 0,02 ° 1,00+ 0,01° 1,00+ 0,04 °
Permeado Final 0,91+0,01° 0,89+0,03° 0,93+0,01°

Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 5.8, observa-se que
nao houve diferenga significativa entre a concentragao inicial e final de betalainas
para todas as alimentag¢des durante o processo de MF, isto é, nas condigdes em
que os experimentos foram realizados, foi possivel minimizar a degradag¢ao das
betalainas presente no extrato dos talos de beterraba. Entretanto, houve
degradacgao das betalainas no permeado final quando este foi comparado a uma
amostra retirada depois de 30 min, para trés combinacdes de processamento
testadas. No entanto, ndo houve diferencga significativa entre as degradagdes de

betalainas para as diferentes combinag¢des de processamento.

Entretanto, no que se refere ao volume de permeado recolhido as
diferengas sdo mais expressivas. Para a primeira combinagdo, obteve-se um
volume de permeado de 700 ml; para a segunda combinagdo 770 ml, e, no
experimento que utilizou apenas 2 alimentacgdes, trocando a cada 2 horas, foram
permeados 650 ml. Ressalta-se que a fim de selecionar a melhor combinacgao,
outros fatores devem ser considerados, como por exemplo, a quantidade de talos

utilizados e o volume necessario de permeado para a etapa de UF.

102



Desta forma, como o volume obtido na combinacao 3 é suficiente para o
experimento de UF, o tempo de experimento € menor e s&o utilizados menos
talos de beterraba, esta foi a combinacdo escolhida para a realizagdo dos
experimentos de clarificagado do extrato obtido a partir do esmagamento dos talos

de beterraba.

5.4.1.5. Comparagao do comportamento do fluxo permeado de MF
batelada e MF/DF

A aplicacao de MF operando em modo DF foi considerada uma alternativa
para melhorar o aproveitamento do extrato de talos de beterraba vermelha, uma
vez que foi observada a necessidade da troca da alimentagdo durante a MF
batelada. Contudo, foi necessario encontrar uma condigao que contrabalangasse
o provavel aumento do fluxo permeado, a diminuicdo da concentracdo de

betalainas do permeado e o aumento do volume permeado.

Como, neste trabalho, a MF € um processo que precede a UF, a utilizagcao
de apenas 2 L de alimentacao reduziria muito a quantidade de extrato permeado.
Com um volume baixo de permeado, ndo seria possivel a aplicagdo da UF. Logo,
foi aumentado o volume da solucéo de alimentagéo inicial de 2 L para 3 L. Esse
aumento permite reduzir a concentracao de compostos com alta massa molar,
mantendo o volume de extrato inferior ao utilizado na alimentacdo do processo
de MF modo batelada (4 L).

A fim de avaliar a influéncia dessa modificagao no tratamento do extrato,
foi comparado o comportamento do fluxo permeado na MF batelada, com duas
alimentacgdes de 2 L (totalizando 4 L e com a troca de alimentagdo com 120 min)
com o fluxo no processo de MF/DF. Na Figura 5.20 estao apresentados os fluxos
permeados do extrato de talos de beterraba vermelha durante o processo de MF

nos modos batelada e DF.
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Figura 5.20 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os
experimentos de MF batelada e MF/DF para o extrato dos talos de beterraba.
Linhas tracejadas (----) indicam o tempo em que foram feitas DFs. Condi¢des

de operacgao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de alimentacao
de 0,3 m3 h-’

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5.20, observa-se
que o fluxo permeado, em ambos os processos (MF batelada e MF/DF),
apresentou comportamento semelhante. Vale ressaltar que no processo MF/DF
foi utilizado um volume menor de extrato, desta forma é possivel inferir que no

modo DF ndo houve uma redugao brusca no fluxo permeado.

O comportamento do fluxo permeado no processo de MF/DF foi
considerado uma modificagdo positiva no processo. Contudo, € importante
considerar o efeito de diluicdo da corrente de permeado que pode resultar em
uma baixa concentragao de betalainas. Na Figura 5.21 estdo apresentadas as
concentragdes de betalainas obtidas para a corrente de permeado ao longo dos
processos de MF batelada e MF/DF.
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Figura 5.21 — Concentragéo de betalainas do permeado obtido na MF bateada
e na MF/DF, ao longo do processo. Condi¢gdes de operagdo: pressao de

0,5 bar, temperatura de 10 °C e vaz&o de alimentagdo de 0,3 m3 h"

A anadlise dos dados apresentados na Figura 5.21 demonstra que os
permeados obtidos nos dois processos (MF batelada e MF/DF) apresentaram
concentracdes proximas a partir dos 20 min de operagao, este comportamento
se manteve até a operagao atingir 140 min. Apds este periodo, foi observado
uma redugdo na concentracido de betalainas do permeado do processo de
MF/DF. Essa reducdo ocorreu devido ao efeito de diluicdo da corrente de

alimentacao.

Entretanto, os permeados finais obtidos para os dois processos nao
apresentaram uma diferenca relevante entre as suas concentracbes de
betalainas. O processo MF batelada foi aplicado com uma alimentacéo de 11,0
1+ 0,1 mg de betanina/100 ml de extrato e proporcionou um permeado final com
concentracao de 9,0 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de extrato. No processo de
MF/DF, por sua vez, foi aplicado com uma alimentagdo com concentragcao de
10,7 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de extrato e proporcionou um permeado final
com concentracao de 8,7 £ 0,2 mg de betanina/100 ml de extrato. A redugéo na

concentracdo da solugao de alimentagdo com o modo DF nao reduziu a
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concentracdo do permeado final uma vez que o maior volume de permeado é

recolhido na primeira metade do processo.

5.4.2. Clarificacao do extrato de beterraba vermelha utilizando MF

em modo batelada seguida por ultrafiltragao

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, as condicdes de
operacao para a clarificacdo do extrato utilizando processos combinados de MF
e de UF estdo descritas a seguir.

a) Microfiltragdo em modo batelada — concentragao da alimentagéo entre
10 + 1 mg de betanina/100 ml de extrato; configuragdo de escoamento
tangencial com vazao de alimentagéo de 0,3 m3h-'; temperatura de operagéo de
10 °C, presséao de operacao de 0,5 bar; modo de operacgao batelada alimentada,
experimento com duracdo de 4 h; com troca de alimentagcdo a cada 2h e
volumes iguais de 2 L e aproximadamente 650 ml de permeado recolhido.

b) Ultrafiltracdo — solugao de alimentagdo é o permeado obtido na etapa
de MF com concentracdo entre 6+ 1 mg de betanina/100 ml de extrato,
configuragdo de escoamento tangencial com vazdo de alimentagdo de
0,3 m3h'; temperatura de operacdo de 10 °C; presséo de operagdo de 1 bar;
modo de operacado batelada; experimento com duracdo de 45 min e
aproximadamente 200 ml de permeado recolhido.

Os resultados do comportamento do fluxo permeado, da degradagao das
betalainas ao longo do processo e da tendéncia ao fouling em cada membrana

estdo apresentados nesta segao.

5.4.2.1. Microfiltragao do extrato em modo batelada

Inicialmente, foi avaliado o comportamento do fluxo permeado ao longo
das 4 horas de MF em modo batelada; foram realizados dois experimentos e os
resultados encontram-se apresentados na Figura 5.22. Para melhor comparacgéo

entre os dois experimentos, os fluxos foram normalizados.
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Figura 5.22 - Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os
experimentos de MF para o extrato dos talos de beterraba. Condicdes de
operacao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de alimentagao de
0,3 m3 h!

Conforme dados apresentados na Figura 5.22, observa-se que o
comportamento do fluxo permeado para os dois experimentos foi semelhante,
mesmo que cada experimento tenha sido realizado com um lote diferente de
beterrabas, podendo ocorrer alteragdes na composi¢ao da alimentagao. Medidas
como a padronizagao da alimentacao e a eficiéncia do procedimento de limpeza

também sao fatores que podem influenciar neste resultado.

Contudo, observa-se que houve uma grande reducdo do fluxo permeado,
que, no final do experimento, era cerca de 25% do seu valor inicial. Este
resultado indica que, mesmo operando abaixo da pressao critica e utilizando um
baixo fator de concentragcdo volumétrico (FCV=1,2), as baixas temperaturas e
velocidades de escoamento sdo parametros que podem estar influenciando o

decaimento do fluxo.

A tendéncia ao fouling, que representa as interagdes entre a solugao de
alimentacdo e a membrana e que depende das caracteristicas da solugao da
alimentacao e da membrana e das condigdes de operagao, foi avaliada a partir
de medidas de fluxo de agua destilada em fungao da presséo antes e apos cada
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experimento de MF. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.23 e na
Tabela 5.9.
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Figura 5.23 - Fluxo de permeado de agua destilada em fung&o da presséo

antes e apos os experimentos de MF do extrato.

Tabela 5.9 - Valores da permeancia hidraulica antes e depois dos experimentos

de MF e seus respectivos coeficientes de determinagéo (R?)

Permeancia Coeficiente de Permeancia Coeficiente de
Exp. hidraulica antes determinacgao hidraulica apoés determinacao
(L m2 h' bar") (R?) (L m2 h' bar") (R?
1 1168,8 0,983 50,1 0,980
2 1074,8 0,997 41,9 0,879

A analise dos dados apresentados na Figura 5.23 e na Tabela 5.9 mostra
que houve uma diminuigdo acentuada da permeancia hidraulica, indicando uma
elevada tendéncia ao fouling para este processo. Utilizando os coeficientes
angulares dos ajustes lineares e por meio da Eq. 3.4, obteve-se uma tendéncia

ao fouling de 95,7% para o Exp 1 e de 96,1% para o Exp 2.

Apesar do percentual do fouling ter sido bastante elevado, também pode
ser observado, com o auxilio dos dados apresentados na Figura 5.21 que a
limpeza da membrana foi eficiente, uma vez que foi possivel recuperar o fluxo

permeado inicial da membrana.
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Durante os experimentos de MF, as concentragdes de betalainas nas
correntes de concentrado e de permeado foram verificadas. As concentracoes
de betalainas da corrente de retido foram normalizadas em funcédo da
concentracgao inicial de betalainas ao longo do tempo durante a MF e estédo
apresentadas na Figura 5.24. Observa-se que a concentracdo se manteve
praticamente constante e proxima da concentracdo inicial, indicando que as

condicdes de operagao sao adequadas para este parametro.
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Figura 5.24 - Concentracbes de betalainas na corrente de retido normalizadas

em relagdo a concentragao inicial ao longo dos experimentos de MF

Na Tabela 5.10 estdo apresentadas as concentracdes de betalainas no
permeado ao longo do processo de MF. Para melhor comparacgéo dos resultados
obtidos em cada experimento, as concentragdes foram normalizadas utilizando
como concentragao inicial a concentracdo do permeado determinada apés 30

min de experimento.

Como pode ser observado a partir dos dados apresentados na Tabela
5.10, houve diminuicdo significativa do teor de betalainas na corrente de
permeado durante os experimentos de MF. A concentracdo de betalainas no
permeado do Exp. 1 diminuiu a partir de 150 min de processo, enquanto que no
Exp 2, essa diminuigdo somente foi significativa com 240 min de MF. Uma

possivel explicacao para este resultado pode ser a diferenca de composicao das
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solucdes de alimentacdo, uma vez que foram obtidas de lotes diferentes. Além

disso, verificou-se uma concentragdo maior de enzimas na alimentacéo 1.

Tabela 5.10 — Concentracbes de betalainas no permeado normalizadas em
relacdo a concentragao apos 30 min de experimento ao longo dos experimentos

de MF em modo batelada

Concentragao de betalainas/concentracao de
betalainas em 30 min de MF (mg de betanina/ mg
de betanina em 30 min de MF)

Tempo (min) Exp 1 Exp 2

30 1,00 £ 0,02 @ 1,00 £ 0,04 @
60 0,98 + 0,02 0,97 £ 0,01 2
90 0,98 + 0,02 0,94 + 0,02 abcd
120 0,96 + 0,01 2> 0,91 + 0,02 abcde
122 0,93 + 0,03 abcd 0,96 + 0,02 @
150 0,87 £ 0,01 ¢ 0,93 + 0,06 abcd
180 0,81 +0,01¢ 0,93 + 0,05 @<
210 0,85+ 0,01 0,90 + 0,02 abcde
240 0,84 + 0,01 ¢ 0,89 + 0,01 bede

Os resultados seguidos por diferentes letras na mesma coluna indicam
diferencga significativa (p <0,05) de acordo com o teste Tukey.

A retengcao observada média para as betalainas pode ser calculada a
partir da relagdo de concentragdes das correntes de retido e de permeado. A

Robs média para o Exp 1 foi de 15% e para o Exp 2 de 19%.

Para melhor avaliar o processo de microfiltracdo como um todo, foram
comparadas concentragcbes de betalainas das alimentagdes iniciais de cada
experimento com as concentracdes do permeado recolhido. Os resultados estado

apresentados na Figura 5.25.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.
Figura 5.25 — Concentragdes de betalainas para a alimentagao inicial e para o

permeado obtido em cada experimento de MF

Como pode ser observado na Figura 5.25, para os dois experimentos
foram obtidas concentracbes de betalainas para o permeado sem diferencas
significativas entre si, indicando que o0s experimentos tiveram boa
reprodutibilidade. As concentragdes médias da alimentagao e do permeado para
o Exp 1 foram respectivamente iguais a 10,2 £+ 0,2 e 8,1 + 0,2mg de
betanina/100 ml de extrato e para o Exp 2 iguais a 10,6 £ 0,1 e 8,3 £ 0,1 mg de

betanina/100 ml de extrato.

Os permeados obtidos em cada experimento de MF batelada foram
armazenados sob refrigeracdo durante aproximadamente 15 h e entdo foram
utilizados como solugao de alimentagao para a realizagdo dos experimentos de
UF.

5.4.2.2. Ultrafiltragcao do extrato microfiltrado em modo

batelada

Inicialmente, foi avaliado o comportamento do fluxo permeado ao longo

de 45 min de UF, na presséao de 1,0 bar, temperatura de 10 °C e com vazao de
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0,3 m3h-! e estes resultados estio apresentados na Figura 5.26. Observa-se que
o comportamento do fluxo permeado nos dois experimentos também foi
semelhante, contudo houve uma grande reducéao do fluxo permeado apos 45 min

de experimento; com uma redugao de = 60% do seu valor inicial.

1,0 B Exp 1
OExp 2
0,8 A Fi ]
506 - &
=
0,4 - =
0,2 -
0,0 T T T
0 15 30 45
Tempo (min)

Figura 5.26 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os
experimentos de UF (permeado obtido na etapa de MF) para o extrato dos
talos de beterraba. Condi¢des de operacéao: pressao de 0,5 bar, temperatura de
10 °C e vazéo de alimentacéo de 0,3 m3 h™!

No estudo sobre a UF do suco de roma, desenvolvido por Bagci (2014),
foi observada uma reducgao de 90% no fluxo permeado; nesse estudo foi utilizada
uma membrana de UF de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) com a massa molar
de corte de 30 kDa. O processo foi realizado durante 180 min, com pressao de

operacéo de 3 bar e taxa de alimentagéo de 700 Lh-".

Assim como na MF, também foi observada a ocorréncia dos fenémenos
de fouling e polarizagédo por concentracédo na membrana de UF. Para analisar a
tendéncia ao fouling foram realizadas medidas de fluxo de agua destilada em
funcdo da pressdo antes e apds cada experimento de UF. Os resultados estdo

apresentados na Figura 5.27.
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Figura 5.27 — Fluxo permeado de agua destilada em fungao da pressao antes e

apos os experimentos de UF do permeado obtido na etapa de MF

Tabela 5.11 - Valores da permeancia hidraulica antes e depois dos experimentos

de UF e seus respectivos coeficientes de determinagéo (R?)

Permeancia Coeficiente de Permeancia Coeficiente de
Exp. hidraulica antes determinagao hidraulica apés determinacgao
(L m2 h' bar") (R?) (L m2 h' bar") (R?)
1 322,9 0,999 64,2 0,994
2 271,0 0,995 45,9 0,984

Novamente observa-se uma elevada tendéncia ao fouling. Utilizando os
coeficientes angulares dos ajustes lineares e por meio da Eq 3.4, foram obtidos
80,1% de tendéncia ao fouling para o Exp 1 e 83,1%, para o Exp 2. Os
percentuais de fouling também foram altos na UF, porém menores do que
obtidos na MF. Isso se deve as diferentes caracteristicas das membranas e

também a filtracdo prévia desta solugcédo pela membrana de MF.

Durante a UF, a concentracdo de betalainas no concentrado e no
permeado foram verificadas. As concentragdes do concentrado (normalizadas)

ao longo da UF estdo apresentadas na Figura 5.28.
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Figura 5.28 — Concentragdes de betalainas na corrente de retido normalizadas

em relagao a concentragao inicial ao longo dos experimentos de UF

Assim como na MF em modo batelada, ndo houve diferenca significativa
entre as concentragdes de betalainas no retido ao longo do processo de UF.

Na Tabela 5.12 estdo apresentadas as concentracdes de betalainas do
permeado obtido ao longo do processo de UF. Para melhor comparar os
experimentos, as concentragdes foram normalizadas utilizando como
concentracio inicial a concentragdo do permeado apos 15 min de experimento.
Como pode ser observado a partir dos dados apresentados na Tabela 5.12
somente houve diminuigdo significativa do teor de betalainas na corrente de

permeado durante o Exp 2 de UF.
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Tabela 5.12 — Concentragdes de betalainas normalizadas em relagdo a
concentracao de betalainas apos 15 min de filtracdo para o permeado obtido no
processo de UF

Concentragdo de betalainas/concentragcao de betalainas em 15
min de UF (mg de betanina/ mg de betanina em 15 min de UF)

Tempo (min) Exp 1 Exp 2
15 1,00 £ 0,01 # 1,00 £ 0,02 @
30 1,00 £ 0,01 # 1,00 £ 0,012
45 1,010,012 0,95+0,01°

Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferencga significativa (p <0,05) de
acordo com o teste Tukey.

Na Figura 5.29 estdo apresentadas as concentragbes de betalainas
normalizadas para a alimentacdo inicial e para o permeado obtido durante o
processo de UF, para os dois experimentos realizados.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.

Figura 5.29 — Concentragbes de betalainas normalizadas para a alimentagao

inicial e para o permeado obtido em cada experimento de UF

Pela analise dos resultados apresentados na Figura 5.29 observa-se que,
assim como na MF, os experimentos tiveram boa reprodutibilidade, pois ndo ha
diferenca significativa entre as concentragdes normalizadas para os permeados.
As concentragdes das alimentacdes e dos permeados foram respectivamente:
6,2 + 0,02 e 4,0 £ 0,03 mg de betanina/100 ml de extrato (Exp 1) e 6,4 £ 0,12 e

115



4,1 + 0,04 mg de betanina/100 ml de extrato (Exp 2). A Robs média para o Exp 1
foi de 34% e para o Exp 2 de 36%.

Quando comparadas as concentracdes de betalainas dos permeados
com aquelas das alimentacdes, observa-se que houve uma reducido de
aproximadamente 35% no teor de betalainas, indicando uma perda significativa
deste composto na solucdo de alimentacdo. Desta forma, percebe-se a

necessidade de melhorias no processo para minimizar estas perdas.

5.4.3. Clarificagao do extrato de beterraba vermelha utilizando
MF/DF seguida por UF

Nesta secao estdo apresentados os resultados obtidos com a aplicagao
de MF em modo DF do extrato de talos de beterraba vermelha, iniciando com os

resultados da clarificagdo do extrato com a aplicagao de MF/DF seguida de UF.

O experimento de clarificagdo do extrato de talos de beterraba vermelha
por MF/DF, seguido por UF foi realizado em duplicata e os resultados estéao
apresentados com o numero 1 para o primeiro experimento e o numero 2 para o
segundo experimento: MF/DF UF 1 e MF/DF UF 2.

Nesta etapa, optou-se por ndo apresentar apenas a média com desvio-
padrao uma vez que os experimentos foram realizados com amostras de lotes
diferentes e também porque a membrana apresentou incrustagdes irreversiveis

e desgaste ao longo de todo o trabalho realizado.
5.4.3.1. Microfiltragao do extrato em modo diafiltragao

Inicialmente, foi avaliado o fluxo permeado durante o processo de MF/DF.
O processo foi aplicado durante 4 h, na pressao de 0,5 bar e na temperatura de
10 £ 2 °C. A primeira adi¢ao de agua foi com 2 h de MF e foi realizada novamente
a cada 100 ml de permeado recolhido. As concentracbes de betalainas das
solugdes de alimentacgéo foram de 9,0 £ 0,1 mg de betanina/100 ml de extrato
para MF/DF1 e de 8,8 + 0,03 mg de betanina/100 ml de extrato para MF/DF 2.
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Os resultados do comportamento do fluxo permeado normalizado para os dois

experimentos estdo apresentados na Figura 5.30.
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Figura 5.30- Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os
experimentos de MF/DF para o extrato dos talos de beterraba. Linhas
tracejadas (----) indicam o tempo em que foram feitas DFs. Condi¢des de
operacao: pressao de 0,5 bar, temperatura de 10 °C e vazao de alimentagao de
0,3 m3h

Foi observado que o fluxo permeado foi semelhante apenas nos 40 min
iniciais do processo de MF. Apds este tempo, o experimento MF/DF 2
apresentou fluxo permeado levemente menor que o MF/DF 1. Entretanto, o
comportamento dos dois processos foi semelhante e, em ambos os casos, a
aplicagao de DF contribuiu para o aumento no fluxo permeado. Sendo assim, foi
possivel obter o volume de permeado necessario para realizar o processo de UF

sem que fosse necessaria a troca da alimentacao na etapa de MF.

A diafiltracdo também foi importante no estudo realizado por Mereddy et
al. (2017), em que concentraram betalainas e removeram sais de um suco de
beterraba previamente microfiltrado. Com a aplicagao de 3 etapas de DF (a cada
15 L de permeado recolhido, 15 L de agua foram adicionado a solugdo de

alimentacao), os autores conseguiram remover 96% dos sais e 47% dos soélidos
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soluveis, mantendo 98% das betalainas. Além disto, apds as 3 diafiltragdes, 95%

dos nitratos também foram removidos.

De qualquer forma, foi observada uma redugéo no fluxo permeado ao
longo do processo no presente trabalho, a qual esta diretamente ligada ao
fendbmeno fouling que causa dificuldades na recuperacao das caracteristicas de
fluxo e retencdo da membrana. Esses fatores podem ser melhor entendidos pela
analise dos resultados de fluxo permeado antes e apds os experimentos, que
estdo apresentados na Figura 5.31 e na Tabela 5.13. Esses resultados estao
diretamente relacionados com a tendéncia ao fouling das membranas utilizadas

nos experimentos.
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Figura 5.31 - Fluxo de permeado de agua destilada em fung&o da presséo
antes e apos os experimentos de MF/DF do extrato Condi¢cbes de operacao:

temperatura de 10 °C e vazéo de alimentacdo de 0,3 m3 h-'

Tabela 5.13 - Valores da permeéancia hidraulica antes e apds os experimentos

de MF/DF e seus respectivos coeficientes de determinagéo (R?)

Permeancia Coef. de Permeancia Coef. de
Exp. hidraulica antes determinacdao hidraulica apés determinacao
(L m2 h"' bar") (R?) (L m2 h"' bar") (R?)
MF/DF 1 803,1 0,998 52,9 0,981
MF/DF 2 525,6 0,997 39,1 0,957

A partir desses resultados, observa-se que para os dois experimentos,
houve elevada tendéncia ao fouling e que os percentuais foram superiores a
90%; no MF/DF1 foi de 93,4% e no MF/DF2 foi de 92,6%. Portanto, em relacéo
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a este quesito (fouling) o comportamento da membrana foi similar e o teste

apresentou boa reprodutibilidade.

Entretanto, em relacdo a seletividade observou-se um aumento na
retencdo para o segundo experimento. A Robs média de betalainas para a
MF/DF1 foi de 8% e para a MF/DF2 foi de 25%. A diferenca entre as retengdes
pode estar relacionada com a recuperacado das caracteristicas da membrana
apods a limpeza. Vale ressaltar que até esta etapa do estudo foi mantido o mesmo
protocolo de limpeza dos testes de MF em modo batelada. Na Figura 5.31 é
possivel observar que apés a limpeza nao foi possivel recuperar o fluxo inicial
da membrana obtido antes do experimento MF/DF 1 e a permeéncia hidraulica
foi reduzida de 53 para 39 L m? h' bar'. Desta forma, a membrana permaneceu
com algum tipo de incrustagcéo, o que pode comprometer a seletividade da

mesma.

A manutencdo das caracteristicas da membrana € um fator importante
quando se deseja reprodutibilidade. Com o intuito de recuperar a permeancia
hidraulica da membrana, outras condi¢des de limpeza quimica e mecanica foram
testadas. Foram aplicados outros acidos, concentragdes diferentes, aumento no
tempo de limpeza quimica, aumento e redugao de temperatura, aumento no
tempo de ultrassom e aumento do tempo e da concentragcdo da aplicagcéo da

solucao de hipoclorito de sddio.

No entanto, todas as tentativas de limpeza n&o resultaram em um
aumento na permeancia hidraulica da membrana, caracterizando, neste ponto,
um fouling irreversivel. Apesar da diminuigdo da permeancia hidraulica observa-
se que os fluxos permeados da MF dos extratos foram muito similares, sendo
possivel obter o volume necessario para alimentar o processo de UF realizado

na sequéncia.

Além do fluxo permeado, também foi observada a concentracdo de
betalainas presentes no permeado ao longo da MF/DF para os dois
experimentos. As concentracbes de betalainas do permeado foram
normalizadas em relagéo a concentragao de betalainas do permeado no inicio

do processo MF/DF. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.14.
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Tabela 5.14 - Concentracdes de betalainas do permeado normalizadas em

relagdo a concentragao do permeado no inicio do processo MF/DF

Concentragao de betalainas/concentragao de betalainas
no inicio de MF/DF (mg de betanina/mg de betanina em
0 min de MF/DF)

Tempo (min) MF/DF 1 MF/DF 2

0 1,00 £ 0,012 1,00 £ 0,012
20 1,00 £ 0,012 0,99 + 0,012
40 0,98 + 0,022 0,95 + 0,01
60 0,96 + 0,01 0,93 + 0,01
80 0,94 + 0,01 0,84 + 0,01
100 0,94 + 0,01 0,82 + 0,01%"
120 0,90 + 0,01¢% 0,82 + 0,019"
140 0,88 + 0,02°f 0,78 + 0,01Mik
160 0,82 + 0,01%" 0,76 £ 0,01
180 0,79 £ 0,01Mi 0,73+ 0,01'm
200 0,80 + 0,019" 0,75+ 0,01Km
220 0,78 £ 0,01 0,71 £0,01™
240 0,73+ 0,01 0,68 £ 0,01"

Os resultados seguidos por diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) de acordo com o teste Tukey.

Como pode ser observado, a partir dos dados apresentados na Tabela
5.14, houve diminuicdo significativa do teor de betalainas na corrente de
permeado ao longo dos experimentos de MF/DF. A concentragado de betalainas
no permeado do MF/DF 1 apresentou diferenga significativa a partir de 1 h de
MF, enquanto no MF/DF 2, essa diminuigao foi significativa com 40 min de MF.
Conforme mencionado anteriormente, cada experimento foi realizado com
extratos obtidos de diferentes lotes de beterrabas, a permeancia hidraulica inicial
para os dois experimentos foi diferente. Além disso, um fator muito importante
que influencia a concentracido de betalainas no permeado é a retencéo, que foi
maior durante o experimento MF/DF 2 diminuindo, desta forma a passagem de

betalainas para a corrente de permeado.

A concentracdo de betalainas no permeado do experimento MF/DF2 foi
menor do que a do MF/DF1 apés 80 min de MF. Novamente, além das diferencas

intrinsecas nas caracteristicas do extrato, a recuperacdo apenas parcial da
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permeancia hidraulica da membrana de MF pode ter afetado a seletividade da

mesma.

Vale ressaltar que uma redugdo na concentragdo de pigmentos no
permeado ja era esperada apdés 2 h de processo, devido ao modo DF, que

promove uma diluicdo da alimentagao e, consequentemente, do permeado.

5.4.3.2. Ultrafiltragcao do extrato microfiltrado em modo
diafiltracao

Assim como nos testes anteriores, a UF foi aplicada apds a MF, utilizando
o permeado desta como solugao de alimentacao. O fluxo permeado foi avaliado
ao longo de 45 min de UF, na presséo de 1,0 bar, temperatura de 10 °C e com
vazdo de 0,3 m®h'. Os resultados de fluxo permeado ao longo dos experimentos

de UF estdo apresentados na Figura 5.32.
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Figura 5.32 — Fluxo permeado normalizado ao longo do tempo, durante os
experimentos de UF (permeado obtido na etapa de MF/DF) para o extrato dos
talos de beterraba. Condi¢des de operacéao: pressao de 0,5 bar, temperatura de

10 °C e vazéo de alimentacéo de 0,3 m3 h™!

Com auxilio da Figura 5.32 pode ser observado que houve redugao do

fluxo permeado ao longo do tempo, para os dois experimentos. Ao final dos
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experimentos, 45 min de processo, a redugao do fluxo permeado foi de 51,1%
para a UF 1 e 39,3% para a UF 2.

A UF 2 apresentou menor redugéo do fluxo ao longo do processo. Isto
pode ter ocorrido devido as diferencas nas caracteristicas da solugdo de
alimentacao: por exemplo, em relagdo a concentracdo de betalainas, para o
experimento UF 2 esta foi de 5,5 £+ 0,05 mg de betanina/100 ml de extrato,
enquanto que para o experimento UF 1 foi de 6,2 + 0,03 mg de betanina/100 ml
de extrato. A Figura 5.33 apresenta o comportamento do fluxo permeado de agua
destilada em diferentes pressoes, antes e apds a UF, auxiliando na determinagao
da tendéncia ao fouling, juntamente com os valores de permeancia hidraulica

apresentados na Tabela 5.15.
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Figura 5.33 — Fluxo de permeado de agua destilada em funcao da pressao
antes e apos os experimentos de UF do permeado obtido na etapa de MF/DF.
Condigdes de operacao: temperatura de 10 °C e vazao de alimentacao de
0,3 m3 h!

Tabela 5.15 - Valores da permeancia hidraulica antes e apds os experimentos

de UF, precedidos pela MF/DF, e seus coeficientes de determinagio (R?)

Permeancia Coef. de Permeancia Coef. de
Exp. hidraulica antes  determinagdo  hidraulica apés determinacgao
(L m2 h"' bar") (R?) (L m2 h"' bar") (R?)
UF 1 317,7 0,981 33,0 0,994
UF 2 300,2 0,997 36,0 0,966
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Assim como nos testes de MF, nos experimentos de UF também foi
observada uma elevada tendéncia ao fouling. Utilizando os coeficientes
angulares dos ajustes lineares e por meio da Eq. 3.4, foram obtidos 89,6% de
tendéncia ao fouling para o UF 1 e 88,0%, para o UF 2. Apesar destes serem
inferiores aos verificados para a MF, os percentuais de fouling foram superiores
aos observados nos testes em que a MF foi operada em modo batelada, que
foram de 80,1% para o Exp 1 e 83,1% para o Exp 2. Este aumento na tendéncia
ao fouling pode estar relacionado a varios fatores como: nas caracteristicas
naturais da matéria-prima e nas caracteristicas intrinsecas das membranas que

sofrem modificagdes ao longo do seu uso.

Novamente o protocolo de limpeza empregado nao possibilitou a
recuperacao da membrana, uma vez que o fluxo permeado inicial (t = 0 min)
foi de 80,7+ 0,3L m2h'paraa UF 1e53,4+0,4L m2h"'paraa UF 2.

Além do comportamento do fluxo permeado, as concentracbes de
betalainas no permeado, ao longo da UF, foram observadas. Para uma melhor
comparagao entre os dois experimentos, as concentragdes foram normalizadas
utilizando como concentracao inicial a concentragcao do permeado apés 15 min

de experimento, e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.16.

Tabela 5.16 — Concentracbes de betalainas normalizadas em relagdo a
concentracio de betalainas no permeado obtido no processo de UF apds 15 min

de filtracao
Concentragao de betalainas/concentragcao de
betalainas em 15 min de UF (mg de betanina/ mg
de betanina em 15 min de UF)
Tempo (min) UF 1 UF 2
15 1,00 + 0,052 1,00 £ 0,012
30 0,99 £ 0,032 1,01 £ 0,022
45 0,99+0,01° 0,98+0,01°

Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa
(p <0,05) de acordo com o teste Tukey.

Como pode ser observado analisando os dados na Tabela 5.16, nao
houve diferenga significativa nos valores de concentragdo de betalainas do
permeado ao longo da UF, apds os primeiros 15 min de processo. Os permeados
finais obtidos na UF 1 e UF 2 apresentaram concentragdes de betalainas de 4,9
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+ 0,1 e 4,6 £ 0,01 mg de betanina/100 ml de extrato, respectivamente. A Robs
média para a UF1 foi de 21% e para a UF2 foi de 15%, valores que estao
diretamente relacionados com as caracteristicas dos permeados provenientes

da MF e com as caracteristicas da membrana antes e apds a limpeza.

5.4.4. Analises fisico-quimicas dos extratos de talos de beterraba

vermelha

Foram realizadas analises de turbidez e s6lidos soluveis com o intuito de
melhor avaliar a qualidade dos extratos de talos de beterraba ao longo do
processo de clarificacdo. Os resultados obtidos para as solug¢des de alimentacao
inicial, alimentacdo final e de permeados dos processos de MF, em modo
batelada e DF, e dos processos de UF estao apresentados na Tabela 5.17.

Tabela 5.17 - Turbidez e sdlidos soluveis de alimentagdes iniciais, alimentacdes
finais e permeados dos processos de MF, modos batelada (bat.) e DF, e de UF

Turbidez (NTU) Sélidos sollveis (°Brix)
MF bat. UF MF/DF UF MF bat. UF MF/DF UF
Amostra Exp1 Exp2 Exp1 Exp2 Exp1 Exp2 Exp1 Exp2
MF
Alim.1 Inicial 4408 4960 1043 1481 1,0 1,2 1,8 2,2
Alim.1 Final 4988 5524 1083 1504 1,0 1,2 2,0 24

Perm.1 21 54,3 1,0 1,0
Alim.2 Inicial 4336 4772 1,0 1,2
Alim.2 Final 4496 6696 1,0 1,2
Perm. Final 20,7 31,9 1,0 1,0
UF

Alim. Inicial 476 495 715 2288 1,0 1,0 1,2 1,6
Alim. Final 78,1 96,7 984 3973 1,0 1,0 1,4 1,8
Perm. Final 0,7 0,6 134 37,3 0,2 0,4 1,0 1,4

Um dos objetivos da aplicagao de MF é a remogao de materiais finamente
divididos que estdo em suspensao na solugao e nao sao retidos por processo de
filtracdo convencional. A turbidez foi avaliada para verificar a diminuicdo destes
materiais nos extratos de talos de beterrabas, uma vez que quanto menor a

turbidez, mais clarificado sera o extrato.

Foi observado (Tabela 5.17) que houve aumento da turbidez nas solugdes
de alimentacdo para todos os experimentos realizados, indicando a eficiéncia

das membranas para remog¢ao dos materiais em suspensao. Além disso, quando
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se compara a alimentacéao inicial com o seu respectivo permeado, percebe-se

que houve reducgao da turbidez para todos os experimentos.

Apos a etapa de MF em modo batelada, foi observado que, quando
comparados os valores de turbidez da alimentacéo inicial e do permeado final,
houve uma reducéo de 99,5% no Exp 1 € 99,4% no Exp 2; ja na etapa de UF,
esta reducado aumentou para 99,98%, em ambos os experimentos. O processo
MF/DF proporcionou uma redugao de 93,1% da turbidez no experimento 1 e de
84,5% no experimento 2. Na UF, as redugdes foram de 81,3% para UF 1 e 83,7%
na UF 2. Considerando todo o processo de clarificacdo, a redugao para a
amostra 1 foi de 98,7% e de 97,5% para a amostra 2. A reducao de turbidez, em
ambos modos de operacéo para MF, foi considerada bastante satisfatéria, uma
vez que este parametro demonstra parcialmente a eficiéncia da clarificagdo do

extrato de talos de beterraba vermelha por PSM.

Resultado semelhante foi obtido na microfiltracdo de suco de beterraba
vermelha apresentada no estudo de Mereddy et al. (2017). Neste estudo, os
autores utilizaram uma membrana com tamanho de poro nominal de 0,1um e
obtiveram uma redugéo de 99% na turbidez do suco de beterraba. Outro fator
importante estudado por Mereddy et al. (2017) foi a redugéo no teor de sais e

nitratos no suco de beterraba tratado por PSM.

Esse resultado esta de acordo com outros encontrados na literatura. No
estudo de clarificagdo do extrato de palma forrageira, realizado por Vergara et
al. (2014), os autores observaram que, apds a UF, a turbidez foi reduzida de
2453 + 64,2 NTU para zero, confirmando a excelente clarificagdo da amostra.
Além disto, também foi observada uma reducéo significativa do teor de sélidos

soluveis do extrato ultrafiltrado.

Os resultados da determinagao do teor de sélidos soluveis também estao
apresentados na Tabela 5.17. Em todos os experimentos foi observado o mesmo
comportamento dos sélidos soluveis ao longo do processo de clarificacdo de MF
seguida por UF. O teor de sdlidos soluveis apresentou uma leve diminuigao
nesse parametro ao longo do processo de clarificagdo. A redugdo no teor de
sélidos soluveis € um resultado esperado, uma vez que uma caracteristica da

UF ¢é a separagao de componentes de alta massa molar.
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5.4.5. Analise de Cor

As analises de cor dos extratos permitem constatar se os processos de
preparacdo de amostra, extracdo e clarificacdo dos extratos utilizados neste
trabalho foram adequados. Conforme apresentado, as etapas de preparo e
extracdo foram realizadas de forma cuidadosa e em condicbes suaves para
preservar as caracteristicas naturais dos extratos. O processo de clarificagao,
que consiste de duas etapas combinadas de processos de MF seguido pela UF,
pode ser considerado uma etapa critica para a preservagao da cor, uma vez que
o extrato é submetido a forcas de cisalhamento e de pressdo. Os resultados
relativos aos parametros colorimétricos das solucbes de alimentacdo e
permeados dos processos de MF, modo batelada e DF, e de UF, descritos em
termos de saturagcédo (C*w), tonalidade (hap) e variagao de luminosidade (AL)

estao apresentados na Tabela 5.18.

Tabela 5.18 — Parametros colorimétricos de alimentagdes iniciais e permeados
dos processos de MF, em modo batelada e DF, e de UF, descritos em termos de
saturagéo (C*a), tonalidade (hab) e variagdo de luminosidade (AL)

C*ab hab AL

MF bat. UF MF/DF UF MF bat. UF  MF/DF UF  MF bat. UF MF/DF UF

Amostra Exp Exp2 Exp Exp Exp Exp Exp Exp Exp Exp Exp Exp

1 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
MF
/Trl:iTi'a |1 23 24 23 26 3504 3593 3594 3595
Perm.1 50 47 0 360
Alim. 255 5y 3594 3593
Inicial
Perm. . 48 49 0 360
Final
UF
Alim.
Hin 46 38 25 18 360 3599 3598 3597
Inicial
'T:elr:’;"l 10,3 100 47 49 02 01 005 003 152 1,18 1,09 153

Conforme dados apresentados na Tabela 5.18, observa-se que houve
aumento do parametro C*;» para todos os permeados obtidos nas diferentes
etapas do processo. Logo, é possivel afirmar que os permeados obtidos nos
processos de MF e de UF apresentaram cor mais intensa do que aquela que

apresentavam no inicio do processo. Além disto, comparando-se o parametro
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C*ap para o permeado da MF no modo batelada que foi utilizado com alimentacao
para a etapa de UF, observa-se que houve reducao deste parametro que mede
a intensidade de luz, indicando que, durante o armazenamento por 15 h, mesmo

que sob refrigeragao e protegido da luz, ocorre degradagao da solugéo.

Por meio da analise dos valores de has, apresentados também na Tabela
5.18 pode ser observado um leve deslocamento da tonalidade dos extratos em
direcdo ao vermelho para os extratos permeados. Diferentemente do C*s, ndo
foi observada diferenca de tonalidade devido ao armazenamento para o
permeado final da etapa de MF (batelada) no primeiro experimento e uma

diferenca de apenas 0,1° no segundo experimento.

Além disso, é possivel observar um aumento na luminosidade dos
extratos de permeado obtidos em ambos modos de operacdo. Isso se deve a
retencao de particulas em suspensao e solutos dissolvidos de maior massa
molar, confirmado pelos resultados de turbidez; o permeado é, portanto, mais
brilhante que o extrato bruto. Um aumento na luminosidade também foi
observado no estudo sobre a clarificacdo de suco de roma, desenvolvido por

Bagci (2014), em que a UF do suco resultou em uma AL de 2,3.

De modo geral, a cor dos extratos finais, isto €, os permeados obtidos na
etapa de UF, apresentou-se mais intensa, luminosa e avermelhada quando

comparada com a dos extratos iniciais (alimentagao inicial da etapa de MF).
5.4.6. Atividade Enzimatica — Peroxidase (POD)

Como ja descrito anteriormente, um dos principais fatores de degradacéo
das betalainas € a atividade das enzimas presentes, tal como a POD. Na Figura
5.34 estao apresentadas a atividade residual desta enzima nos extratos obtidos
dos talos de beterraba, que foram utilizados como alimentacdo para os dois
experimentos de MF em modo batelada e nos permeados obtidos desse
processamento. Também estdo apresentadas a atividade residual da POD para
as solugdes de alimentagao utilizada nos dois experimentos de UF, que
consistem dos permeados obtidos na MF armazenados por 15 h sob refrigeragéo

(4 °C), e para os permeados obtidos nesse processo.
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Figura 5.34 — Percentual residual da atividade de peroxidase em cada extrato:
Alim inicial MF 1 é a alimentacgao inicial da MF batelada utilizada no inicio do
processo, Perm MF 1 & o permeado recolhido nas duas primeiras horas de MF
batelada, Alim inicial MF 2 € a segunda alimentagdo da MF batelada, Perm MF
2 é o permeado recolhido apds a MF batelada, Alim inicial UF é o permeado da
MF batelada utilizado como alimentacdo da UF e Perm UF é o permeado

obtido na UF, conhecido como extrato clarificado

A partir dos resultados apresentados na Figura 5.34, observa-se que, na
etapa de MF, tanto para o Exp 1 quanto para o Exp 2 houve uma reducio de
aproximadamente 90% e 94%, respectivamente, na atividade enzimatica quando
comparadas as correntes de alimentac&o (Alim inicial MF 1) com as de permeado
(Perm MF 2).

Com a aplicacado da UF a atividade enzimatica da corrente de permeado
foi ainda menor. Apds o processo combinado de MF seguida pela UF, a redugao
da atividade enzimatica foi de 99,5% para os dois experimentos. Estes
resultados mostram que tanto a membrana de MF (tamanho de poro nominal de
0,05 um), como a membrana de UF (massa molar de corte de 20 kDa)

apresentaram uma elevada retencdo para esta enzima. A massa molar da
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peroxidase presente nos tecidos vegetais esta entre 40 — 45 kDa (Damodaran et
al., 2008).

Assim como na clarificagdo por MF em modo batelada seguida por UF,
também foi observada a redugao da atividade da POD nos extratos clarificados
por MF em modo DF seguida por UF. As atividades residuais de POD nas
alimentacgdes iniciais e finais da MF/DF e UF, juntamente com o permeado final,
estdo apresentadas na Figura 5.35.
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Figura 5.35 — Percentual residual da atividade de peroxidase em cada extrato
para os dois experimentos: Alim inicial MF/DF é a alimentacdo da MF/DF, Alim
final MF/DF € a alimentacdo da MF/DF apds processo, Alim inicial UF € o
permeado da MF/DF utilizado como alimentacédo da UF, Alim final UF € a

alimentagcao da UF apds o processo e Permeado é o permeado obtido na UF

Observando os resultados apresentados na Figura 5.35, percebe-se que
o processo de MF/DF proporcionou uma expressiva reducdo na atividade da
POD, em torno de 96,0% na MF/DF 1 e 91,1% na MF/DF 2, comparando o

extrato inicial (Alim. MF/DF Inicial) e seu respectivo permeado (Alim. UF Inicial).
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Apesar da pequena diferenca no percentual entre os experimentos 1 e 2, isto
nao comprometeu o processo de clarificacdo do extrato, uma vez que o processo

de MF precedeu a UF.

Com a aplicagao da UF, a redugao da atividade de POD foi de 99,4% no
primeiro experimento e 98,5% no segundo experimento. Ou seja, no experimento
MF/DF UF 1, a atividade do extrato inicial (Alim. MF/DF Inicial) foi de 1552 + 32
UAE g min' e o extrato obtido apds a clarificagdo (Permeado Final) foi de 8,5 +
1,8 UAE g min"'. No experimento MF/DF UF 2, a atividade do extrato antes da
clarificagéo foi de 1679 + 19 UAE g min™' e apds o tratamento foi de 25,1 +4,2
UAE g min-'. Novamente a clarificagdo por MF/DF seguida de UF proporcionou
reducdo expressiva da atividade da enzima POD nos extratos de talos de

beterraba vermelha.

A reducgao da atividade da POD obtida com a clarificacdo, em ambos
modos de operacdo da MF, foi considerada um resultado importante, pois a
remogao da POD do extrato de talos de beterraba vermelha impede/minimiza a
degradagao oxidativa das betalainas e dos outros compostos fendlicos
presentes no extrato. Quando as betalainas sao degradadas, a coloragdao do
extrato perde a tonalidade vermelha, a qual é o fator primordial para a utilizagcao
deste extrato como um corante alimenticio natural. Além disto, o escurecimento
enzimatico causado pela POD, antes e durante o processamento, causa
modificagdes organolépticas, principalmente com a formagado de polimeros
marrons, prejudicando a aceitagao do produto pelo consumidor (Latorre et al.,
2012; Tomas-Barberan e Espin, 2001).

Resultado semelhante foi obtido no estudo da ultrafiltragcdo de suco de
mirtilo realizado por Kechinski (2011). Neste estudo, o autor avaliou a redugéo
da atividade de peroxidase em sucos de mirtilo através do processo de UF. Os
experimentos realizados no estudo citado apresentaram reduc¢ao acima de 97%
da atividade da peroxidase em todas as condi¢cdes avaliadas. No trabalho de
Kechinski (2011) foram utilizadas membranas com diferentes massas molares
de corte (10, 30 e 50 kDa), diferentes temperaturas de operacéo (30, 40 e 50 °C)

e diferentes teores de solidos soluveis totais (8, 10 e 12 °Brix).

A UF também demonstrou ser uma tecnologia com excelentes resultados
para separagao de enzimas de extratos provenientes da industria alimenticia. No
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trabalho de Nor et al. (2016) foi estudada a separagdo da enzima bromelaina
(MMC=30 kDa) de um extrato de cascas, coroas e partes centrais de abacaxi por
meio de UF, utilizando uma membrana tubular cerdmica com massa molar de
corte de 75 kDa. Os autores obtiveram a separacao de 96,8% das enzimas,

sendo este valor considerado bastante satisfatorio.

No presente trabalho, foi observado que a utilizagdo da tecnologia de
separacao por membranas permitiu uma redugdo quase que completa da
atividade da POD. Entretanto, em algumas situagdes, verificou-se que a redugao
da atividade enzimatica ndo assegurou a manutencdo da estabilidade dos
pigmentos presentes no extrato, principalmente em extratos com baixa
concentragcdo de pigmentos. Considerando isto, a verificagdo da concentragao
de pigmentos no extrato ao longo do armazenamento controlado é uma forma
de avaliar o efeito da clarificagao utilizando MF seguida de UF na estabilidade
dos extratos de talos de beterraba vermelha.

5.4.7. Estabilidade das betalainas nos extratos — taxa de

degradagao

Todos os estudos realizados neste trabalho visaram o aproveitamento de
um pigmento natural, priorizando que ele fosse obtido da forma mais natural
possivel, isto é, condicdes brandas de temperatura e sem a adi¢gao de produtos
quimicos. Contudo, é importante avaliar como esse processamento afeta a

estabilidade do pigmento, a fim de comprovar a sua aplicabilidade.

Nesta etapa do estudo de clarificagdo do extrato de talos de beterraba
vermelha foram realizados alguns testes para verificar a estabilidade das
betalainas e como o processo utilizado influencia esse pardmetro. Devido aos
bons resultados obtidos com a aplicagcdo do modo DF na MF, os testes de

estabilidade foram aplicados para a clarificagéo feita em MF/DF seguida por UF.

A industria alimenticia precisa utilizar tecnologias de processamento
capazes de reduzir a incorporacao de aditivos, mantendo os sabores naturais e
a qualidade dos alimentos, e essa necessidade auxilia no desenvolvimento de
tecnologias emergentes (Huang et al., 2017). Os processos de separagao por

membranas representam uma tecnologia que pode auxiliar na redugdo de
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impurezas de um produto e, desta forma, melhorar as suas caracteristicas finais.
Entretanto, quando o produto desejado esta presente em uma matriz complexa,
a clarificacdo de um extrato, por exemplo, realizada de forma fisica, pode
remover também outros compostos que agem como “protetores” do produto em

questao.

A fim de verificar a influéncia do processo sobre a estabilidade das
betalainas, foram realizados testes para avaliar a concentragao de betalainas no
tempo de armazenamento, para as solugdes de alimentagao iniciais e finais e do
permeado final, obtidos nos experimentos MF/DF UF 1 e MF/DF UF 2. Os
resultados obtidos para as concentragdes de betalainas dos extratos no dia de
tratamento (1° dia) e ao longo do armazenamento controlado, sob refrigeracéo e
ao abrigo de luz (2°, 6° e 10° dias) estao apresentadas na Figura 5.36 e as taxas

de degradacgao do pigmento estdo apresentadas na Tabela 5.19.

Pela analise dos resultados apresentados na Figura 5.36, observa-se que
houve degradacao das betalainas ao longo do armazenamento, para todos os
extratos analisados. Porém a taxa de degradagao das betalainas (Tabela 5.19)

foi diferente, dependendo da parte do processo que o extrato era proveniente.

No 2° dia de armazenamento foi observado que as solugbes de
alimentacao finais apresentaram taxa de degradagc&o maior do que as suas
respectivas solugdes iniciais. Esse aumento na taxa de degradagao pode ter
ocorrido devido a inumeros fatores, tais como a oxigenagdo que ocorre na
alimentagao/concentrado ao longo do processo de MF/DF, a concentragao de
enzimas e de compostos de alta massa molar que foram retidos pela membrana
e/ou a adigao de agua destilada durante a DF, uma vez que a concentragao do
pigmento também influencia na sua estabilidade. Para os demais dias de
armazenamento também foi observado um aumento na taxa de degradagao.
Porém, nao ocorreu apenas na MF/DF 1 no 10° dia de armazenamento, no qual
o extrato sem clarificagdo (Alim. MF/DF Inicial 1) apresentou taxa de degradagao
maior que sua respectiva alimentacéo final (Alim. MF/DF Final 1). Essa pequena
diferenca na taxa de degradagdo pode ser devida a presengca de algum
componente que se encontra naturalmente em maior ou menor concentragao

nos vegetais que foram utilizados na preparagédo do extrato. A variagdo natural
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dos alimentos nao permite que os experimentos sejam realizados com condi¢des
exatamente iguais. Além disto, a estimagcdo da taxa de degradagdo das
betalainas no extrato ndo considera os desvios das analises. Como a diferenga
das taxas foi de apenas 0,02 mg de betanina/100 ml de extrato por dia, ndo é
possivel afirmar que houve uma real redugdo na taxa de degradagao do

pigmento da amostra inicial para a sua respectiva amostra final.
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Os resultados seguidos por diferentes letras indicam diferenga significativa (p <0,05) de acordo
com o teste Tukey.
Figura 5.36 — Concentragao de betalainas (mg de betanina/100 ml de extrato)
para as solugdes de alimentacao iniciais e finais da MF/DF e UF e permeado
final, no dia do tratamento (1° dia) e no 2°, 6° e 10° dia de armazenamento com

temperatura e luz controladas
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Tabela 5.19 — Taxa de degradacéo de betalainas (mg de betanina/100 ml de
extrato dia) dos extratos de talos de beterraba vermelha ao longo do processo
de clarificagao, no 2°, 6° e 10° dia de armazenamento controlado (refrigeragéo a

4 °C e ao abrigo da luz)

Taxa de degradagao de betalainas (mg de betanina/ 100 ml de
extrato dia)

MF/DF UF 1 MF/DF UF 2
Amostra 2° dia 6° dia 10° dia 2° dia 6° dia 10° dia
Alim. MF/DF Inicial 0,56 0,41 0,32 0,80 0,47 0,41
Alim. MF/DF Final 1,21 0,44 0,30 2,09 0,62 0,44
Alim. UF Inicial 0,49 0,34 0,28 1,35 0,65 0,41
Alim. UF Final 0,73 0,41 0,30 1,61 0,67 0,42
Permeado Final 0,30 0,23 0,20 0,42 0,24 0,20

Também pode ser observado, através dos dados apresentados na Figura
5.36 e na Tabela 5.19, que a taxa de degradagao das betalainas é maior no inicio
do armazenamento do que apds alguns dias. Em todas as amostras testadas, a
taxa de degradagao no 10° dia foi inferior a do 6° dia, que, por sua vez, foi inferior
a do 2° dia de armazenamento. Essa redugao indica que a maior degradagao
ocorreu no inicio do armazenamento, independente se a amostra foi clarificada

ou nao.

Também foi observado que no experimento MF/DF UF 2, o processo de
MF/DF 2 gerou um permeado menos clarificado que o no experimento MF/DF 1.
Uma vez que foram observadas maiores taxas de degradagao das betalainas e
atividades residuais de PPO. Além da diferenca dos extratos iniciais, a
recuperacao apenas parcial da membrana de microfiltragdo pode ter reduzido a

seletividade da mesma, diminuindo a eficiéncia desse processo.

Contudo, o processo de MF/DF foi utilizado como um pré-tratamento da
UF, a qual compensou e possibilitou uma clarificagao eficiente do extrato. Uma
das comprovacdes adicionais do resultado positivo da clarificacdo do extrato de
talos de beterraba vermelha por MF/DF seguida por UF foi a taxa de degradagao
das betalainas do extrato clarificado (permeado final) inferior a todos os outros
extratos (Tabela 5.21). Apesar da redugédo na concentragdo de pigmento, da

oxigenagao proveniente do bombeamento dos extratos e do manuseio
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necessario para o processamento, a taxa de degradacao do permeado final
ainda foi menor do que o extrato ndo clarificado e dos extratos obtidos ao longo
de todo o processamento.

Finalmente, com base nos resultados obtidos pode-se afirmar que a
clarificacdo dos extratos de talos de beterraba vermelha através de MF/DF
seguida por UF possibilitou a obtengédo de um extrato com menor turbidez, menor
teor de solidos soluveis, coloracdo mais intensa, luminosa e avermelhada,
residual da atividade de POD menor do que 2% e taxa de degradagdo das

betalainas reduzida.

5.4.8. Balangos de massa para betalainas ao longo do processo de
clarificagao

Neste item estdo apresentados os balancos de massa envolvidos nas
etapas de preparo de amostra, extracao e clarificagdo, com o objetivo de fornecer
uma ideia global do rendimento do processo e verificar onde estdo localizadas
as maiores perdas e, desta forma propor modificagbes no processo como
sugestdes para trabalhos futuros. Para o desenvolvimento dos balangos, foram
consideradas as condicbes médias de concentragdo e de permeacao
encontradas durante o processamento dos talos de beterrabas vermelhas. Estas
condicdes estdo descritas a seguir:

- a composi¢cao da planta (beterraba) seguia a proporgdo das plantas mais

desenvolvidas;
- a concentracgao inicial do extrato igual a de 20 mg de betanina/100 ml de extrato;

- 0 volume de permeado na etapa de MF batelada foi de 700 ml e para a etapa
de UF de 200 ml;

- a massa inicial de 12 kg de beterraba foi escolhida para que fosse possivel

calcular os balangos para uma batelada de MF e UF.

As correntes do processo estéo identificadas por letras maiusculas para

facilitar a identificagdo de cada etapa no fluxograma.

135



5.4.8.1. Preparo da amostra

A Figura 5.37 apresenta a parte do fluxograma do processo para o preparo
da amostra, iniciando com as plantas inteiras até a obteng¢éao de talos sanitizados.

(A}
Separacao
Bulbos (8} © Talos com folhas
Envio a inddstria e Desfolhagem
20 COMETcio
Talos Folhas
{0} {E}
Sanitizacao Descarte
(R

[ Talos sanitizados ]

Figura 5.37 — Fluxograma de blocos para as correntes do processo de preparo

da amostra

As plantas foram separadas (A) em bulbos e talos com folhas. Os bulbos
representam 54,5% da massa das plantas e os talos com folhas representam
45,5%, ou seja, 6,54 e 5,46 kg, respectivamente. Os bulbos foram enviados a
industria e ao comércio (B) e os talos com folhas foram desfolhados (C). Os 4 kg
de talos (33,3%) obtidos foram sanitizados (D) e os 1,46 kg de folhas (12,2%)
foram descartados (E). Apoés a sanitizagao (F), a massa de talos permaneceu a
mesma, portanto foram obtidos 4 kg de talos limpos. Os talos sanitizados foram

armazenados adequadamente até a extracao.
5.4.8.2. Extragcao por esmagamento

A Figura 5.38 apresenta a parte do fluxograma do processo referente a
extracdo, iniciando com talos sanitizados até a obtencdo do extrato que sera
utilizado como alimentacao para o processo de clarificacéo.
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[ Talos sanitizados |

{s}
Bagaco
Esmagamento Descarte
{n
Sumo {H}
Corpo de fundo
Centrifugacio Descarte
{K}
Sobrenadante m
Retido
Filiracio Descarte
{n1}
Fltrado {L}
[ Extraio ]

Figura 5.38 — Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a

etapa de extracdo do sumo dos talos de beterraba vermelha

A massa inicial de talos foi de 4 kg, nesta massa estima-se que a
quantidade de betalainas € de 640 mg. Estes talos foram submetidos a extragéo
por esmagamento (G). Apds o esmagamento, foram obtidos 2,2 L de extrato
bruto (sumo) e 1,79 kg de bagaco, o qual foi descartado (I). O sumo foi
centrifugado (J) e obteve-se 2,02 L de sobrenadante, o que representa em torno
de 92% do volume do extrato bruto. Os 8% restantes do volume eram compostos
pelo material decantado, que foi descartado (K). O sobrenadante foi filtrado a
vacuo (J), resultando em filtrado com 99% do volume e o retido com o 1%
restante. O retido foi descartado (M) e o filtrado (=2 L) foi considerado o extrato
final desta etapa (L). O extrato foi armazenado sob refrigeracéo e protegido da

luz por aproximadamente 15 h, para entao ser clarificado.

Considerando que o esmagamento extraiu 62,6% das betalainas
presentes nos talos e que, com este processo, foram obtidos 2 L de extrato com
concentragao de 20 mg de betanina/100 ml de extrato, foram perdidas em torno
de 240 mg de betalainas no descarte (). Para este célculo, foi desconsiderada
a degradacéao das betalainas sofrida na centrifugacédo e filtragdo, uma vez que
nao € possivel verificar a concentracdo do extrato bruto, por limitacbes do

método de quantificacao.
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5.4.8.3. Clarificagao - MF em modo batelada e UF

A Figura 5.39 apresenta a parte do fluxograma do processo referente a
clarificagdo do extrato através dos PSM, iniciando com o extrato, até a obtengao

do extrato clarificado (permeado da UF).

[ Extratp ]
{n}
Diluicao
Solugiio {0}
Concenirado
Microfiliracio Descarte
Permeado {P} o
Concenirado
Ulirafiltracio Descarte
{s}
Permeado {R}

[ Extratn Clarificado ]

Figura 5.39 — Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a

etapa de clarificagao do extrato de talos de beterraba vermelha

O extrato obtido foi diluido (N) com agua destilada até a concentracéo de
10 mg de betanina/100 ml de extrato. O volume inicial do extrato erade 2L e o
volume da solugao resultante foi de 4 L, contendo 400 mg de betalainas. A
solucéo foi utilizada como alimentacdo no processo de microfiltracdo em modo
batelada (O). Com a MF foi possivel obter 700 ml de permeado com
concentragdo de 8 mg de betanina/100 ml de extrato. Ou seja, foram retirados
em torno de 56 mg de betalainas da alimentag&o. O volume final do concentrado
foi de 3,3L e ndo houve reducéo significativa da concentragcdo. Como o
concentrado foi descartado (Q), houve a perda, no descarte, de
aproximadamente 330 mg de betalainas. A diferenga da concentragao pode ser
explicada, provavelmente, pela degradagdo da solugao, a qual representa em

torno de 14 mg de betalainas durante o processo de MF batelada.

O permeado recolhido da MF batelada foi utilizado como alimentacao para

a UF (P). No processo de UF, foram recolhidos em torno de 200 ml de extrato
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clarificado (permeado) com concentragdo de 4 mg de betanina/100 ml de
extrato, resultando na recuperagao de apenas 8mg de betalainas. O volume do
concentrado da UF era de 500 ml com concentragdo de 8 mg de betanina /100
ml de extrato. Este concentrado foi descartado (S), ocasionando a perda de mais
40 mg de betalainas. Através da diferenga de concentracbes, estima-se que

foram degradadas em torno de 4 mg de betalainas durante o processo de UF.

As maiores perdas de betalainas no processo ocorreram no descarte do
bagaco proveniente da etapa de esmagamento e no descarte do concentrado
proveniente do processo de MF batelada. Uma alternativa para reduzir o
descarte do concentrado da MF batelada com tantos pigmentos seria a aplicagéao
de etapas de diafiltragao.

5.4.8.4. Clarificagao — MF em modo DF e UF

A modificagdo do processo de clarificacdo do extrato de beterraba
vermelha utilizando MF no modo DF seguido de UF teve como objetivo reduzir
as perdas de pigmento com o descarte da alimentagcdo da MF batelada na
primeira etapa. Para isto, algumas considerag¢des iniciais do balango foram

modificadas, de acordo com os testes realizados:
- alimentacao inicial de MF de 3 L, sem troca de alimentag¢ao durante o processo;

- volume de permeado na etapa de MF foi de 600 ml e para a etapa de UF de
160 ml;

- massa inicial de 9 kg de beterraba foi escolhida para que fosse possivel avaliar

os balangos de massa para uma batelada de MF e UF.

Na Figura 5.40 esta apresentada a parte do fluxograma do processo
referente a clarificacao do extrato através dos PSM, iniciando com o extrato, até

a obtencgao do extrato clarificado (permeado da UF).
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Figura 5.40 - Fluxograma de blocos para as correntes de processo para a
etapa de clarificacédo (MF/DF, seguida por UF) do extrato de talos de beterraba

vermelha

O extrato obtido foi diluido (N2) com agua destilada até a concentragéo de
10 mg de betanina/100 ml de extrato com volume de 3 L, contendo 300 mg de
betalainas. A solucdo foi utilizada como alimentacdo no processo de
microfiltracéo (O2). Ao longo do processo foi adicionado, por trés vezes, 100 ml
de agua destilada. Com a MF/DF foi possivel obter 600 ml de permeado com
concentragcdo de 7 mg de betanina/100 ml de extrato. Ou seja, foram retirados
em torno de 42 mg de betalainas da alimentagéo. O volume final do concentrado
foi de 2,7 L. Como o concentrado foi descartado (Qz), houve a perda, no

descarte, de aproximadamente 258 mg de betalainas.

O permeado recolhido da MF/DF foi utilizado como alimentagao para a
UF (P2). Devido ao residual de agua dentro do sistema de membranas, a
concentragdo de betalainas da alimentagdo de UF foi de 6 mg de
betanina/100 ml de extrato e o volume utilizado foi de 500 ml, o que representa
30 mg de betalainas. No processo de UF, foram recolhidos em torno de 160 ml
de extrato clarificado (permeado) (R2) com concentragdo de 5mg de
betanina/100 ml de extrato, resultando na recuperacdo de apenas 8 mg de
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betalainas. O volume do concentrado da UF era de 340 ml com concentracao de
6 mg de betanina /100 ml de extrato. Este concentrado foi descartado (Sz2),
ocasionando a perda de mais 20,4 mg de betalainas. Através da diferenca de
concentragdes, estima-se que foram degradadas em torno de 1,6 mg de

betalainas durante o processo de UF.

A operagao do processo no modo diafiltragdo possibilitou uma redugao na
perda de betalainas ao longo do processo de filtragdo. Com a aplicagdo da MF
batelada, foi perdido no descarte do concentrado da alimentagao da MF (S) em
torno de 330 mg de betalainas em uma batelada. Com a modificagcdo da
operagéao, utilizando MF/DF, esta perda foi de 258 mg de betalainas por
batelada. O modo DF melhorou o processo de clarificagao, porém o descarte das
alimentagdes finais, MF e UF, além do bagago do esmagamento, ainda

resultando em uma perda relevante desses pigmentos.
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6. Conclusoes

Os talos de beterraba vermelha representam em torno de 30% em massa
da composicao da planta beterraba. Devido a alta produgao deste vegetal, a
quantidade de talos subutilizados justifica a necessidade de estudos para
melhores aplicacdes deste residuo. Os talos de beterraba vermelha possuem
quantidades relevantes de betalainas, sendo, portanto, uma boa alternativa para
obtencao de corante natural.

O esmagamento foi considerado um método de extracdo adequado para
a obtencao de extratos ricos em betalainas; mostrou-se um método rapido de
processamento, sem adigdo de calor ou solventes organicos. Contudo, o extrato
obtido por meio de esmagamento possuia em torno de 62,6% das betalainas

presentes nos talos.

O HPP é uma tecnologia emergente com inUmeras vantagens, mas que
nao possibilitou melhora relevante na extragdo das betalainas, fornecendo
resultados proximos aos alcangados com a aplicagdo de uma extragcado solido-

liquido com auxilio de um liquidificador doméstico.

Além disto, a aplicacdo de HPP nos extratos de talos de beterraba indicou
que que a atividade de enzimas pode aumentar ou diminuir. A enzima PPO foi
bastante afetada pelo tratamento que combina alta pressado e temperatura.
Contudo, a redugao em mais de 80% da atividade da PPO n&o foi suficiente para

aumentar a estabilidade das betalainas nas condi¢cdes estudadas.

A resposta a esse tratamento ndo foi a mesma para a outra enzima
testada, a peroxidase, uma vez que nao foi possivel inativar a POD utilizando o
tratamento HPP nas condicdes testadas. Pelo contrario, o tratamento com HPP
aumentou a sua atividade. O processamento nao contribuiu com o aumento da

estabilidade das betalainas, sendo, portanto, desinteressante a sua aplicagao.

Os testes realizados no estudo sobre o tratamento térmico HTST
mostraram que o aquecimento das amostras ndo ocorreu instantaneamente e a
utilizacdo da temperatura efetiva de tratamento permitiu que a temperatura real

em que o extrato foi tratado fosse melhor determinada.
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O tratamento térmico HTST causou uma pequena degradagao nas
betalainas, mas proporcionou um aumento na estabilidade das betalainas do
extrato com alta concentracao inicial, tratado por 120 s a 85,7 °C, reduzindo a
sua taxa de degradacao de 1,2 mg de betanina/100 ml de extrato por dia para
0,4 mg de betanina/100 ml de extrato por dia, apds 8 dias de armazenamento

controlado.

Apesar dos resultados positivos do tratamento térmico de HTST para
melhorar a estabilidade das betalainas em extratos de talos de beterraba
vermelha com alta concentracéao inicial, estudos adicionais sobre a estabilidade
de extratos com baixa concentragcdo de betalainas devem ser realizados, uma

vez que a variagao do teor de pigmento € uma caracteristica natural do vegetal

O processo combinado de MF/DF e de UF mostrou-se uma alternativa
promissora para a clarificagcao dos extratos ricos em betalainas provenientes de
talos de beterraba vermelha, resultando em um permeado final com coloragao
mais intensa e luminosa. Porém, durante as etapas de MF e UF, foi observada
reducdo no fluxo permeado e a ocorréncia dos fendbmenos de fouling e

polarizagao por concentracao.

Com a aplicagao do processo de clarificagdo por meio de MF seguida de
UF néao foi possivel manter os teores de pigmento elevados, uma vez que se
observou em todos os experimentos que a concentragcdo de betalainas dos
permeados possui diferenga significativa da concentragdo de betalainas da
alimentacgao, indicando perdas durante o processo. Por outro lado, o processo
mostrou-se eficiente na diminuicdo da atividade enzimatica e na reducdo da
turbidez e sdlidos soluveis, cujos resultados foram confirmados pela analise

colorimétrica.

Os resultados obtidos nos estudos realizados mostram, de maneira geral,
que os talos de beterraba vermelha podem ser considerados uma fonte

promissora de betalainas visando a aplicagao como corante natural.

Considerando o exposto, algumas sugestdes para trabalhos futuros estao

listadas a sequir:
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estudar produtos ou processos que possam vir a aproveitar os residuos
do esmagamento, como em biofilmes, excipiente/base para alimentagao

animal nutricionalmente enriquecida, entre outros;

estudar a aplicacdo do HPP para a ativacdo de POD com o intuito de

produzir extratos ricos em enzimas;

estudar os motivos da alta instabilidade e, consequentemente,
produtos/processamentos para estabilizar as betalainas em diferentes

concentragcdes de pigmentos;

estudar formas de minimizar as perdas de pigmentos durante o processo
de clarificagdo ou utilizar o descarte da alimentacdo como fonte de

enzimas;

estudar a aplicacao do tratamento térmico HTST como um pré-tratamento
ao PSM;

estudar a microencapsulagao das betalainas provenientes de talos de
beterraba vermelha como forma de estabilizagdo dos pigmentos;

testar a aplicacao das betalainas como corante natural em alimentos e/ou
cosmeéticos, observando a coloragdo obtida no processamento e a

degradacéao da cor ao longo do armazenamento.
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