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RESUMO

O consumo da uva e seus derivados esta associado com a protecdo contra
doencas degenerativas devido a seu conteudo de compostos fendlicos. A casca
de uva é um subproduto da producéo de suco de uva e vinho, que possui um alto
conteldo de compostos fendlicos, os quais se extraidos e protegidos por
encapsulamento, agregariam valor a esse produto. O objetivo deste trabalho foi
separar os compostos fendlicos do extrato aquoso acidificado com acido citrico
2% (p/v) da casca de uva a través de ultrafiltracdo (UF) utilizando membranas de
poliestersulfona com massas molares de corte 10 e 30 kDa e posterior
microencapsulacéo dos permeados recolhidos do processo de separacao, usando
como agentes encapsulantes goma arabica 15% e polidextrose 15%. Inicialmente,
estudou-se o desempenho das membranas a diferentes pressdes transmembrana
de 1,0 a 3,5 bar e temperaturas de 25, 35 e 45°C, com o intuito de definir as
melhores condi¢des de separacédo. Para isso, foram usadas uvas variedade bordo
(vitis labrusca) do municipio de Cotipord, Serra Gaucha RS. As uvas foram
previamente branqueadas em banho de agua a 80°C por 5 minutos e
posteriormente resfriadas em banho de gelo por 3 minutos. A seguir, as cascas
foram separadas manualmente da polpa e colocadas numa solucdo acidificada
com &cido citrico 2% (p/v) na proporcdo 1:4 (m/v). Apo6s 20 horas, o extrato
acidificado, com pH menor que 2,8, foi filtrado com papel Whatman n° 1 e
posteriormente colocado no equipamento de membranas para realizar o0s
diferentes experimentos de UF. Os resultados indicaram que a melhor condicéo de
separacao na UF foi a temperatura de 25°C e 3,5 bar de pressdo transmembrana.
Os resultados mostraram que as permeabilidades hidraulicas para as membranas
novas de 10 e 30 kDa foram 10,96 e 20,52 L.m?h™.bar’, respectivamente.
Durante o processo de UF do extrato, os valores de fouling a 25°C foram de 85,9 e
89,6% para as membranas de 10 e 30 kDa, enquanto que a recuperagao, apos
limpeza quimica, foi de 63,1 e 80,9%, respectivamente. Do estudo das
resisténcias total ao fluxo, constituida pelas resisténcias da membrana, do fouling
e da polarizacéo por concentracdo, a maior foi a da polarizagdo por concentracéo,
com porcentagens com respeito a resisténcia total, de 80 a 90% e de 60 a 90%
para as membrana de 10 kDa e de 30 kDa, enquanto que a do fouling foi a menor
de 1 a 3% e de 2 e 15% nas membranas de 10 e de 30 kDa. As concentracdes de
polifenois totais na membrana de 10 kDa a 25°C foram de 7,84, 2,51 e 10,89 mg
acido gélico (GA)/g amostra seca, no retido, permeado e extrato, respectivamente.
Com a membrana de 30 kDa os teores foram de 7,12, 1,62 e 10,66 mg acido
galico (GA)/g amostra seca, no retido, permeado e extrato, respectivamente.
Quanto aos flavonoides os teores obtidos com a membrana de 10 kDa foram 1,78,
0,63 e 2,51, enquanto que na membrana de 30 kDa foram de 1,60, 0,40 e 2,26 mg
Catequinas/g amostra seca, no retido, permeado e extrato, respectivamente. O
valor de capacidade antioxidante medido como ABTS para o extrato a 25°C foi de
127,80 equivalentes Trolox (TEAC) (umol/g amostra seca), e no permeado de 9,10
e 16,41 pmol de trolox equivalente/g amostra seca para as membranas de 10kDa
e 30kDa, respectivamente, evidenciando que foram separados poucos compostos
com essa propriedade. O indice de correlagdo entre os teores dos compostos



fendlicos e de flavonoides com a capacidade antioxidante foram de 0,99 e de 0,98,
respectivamente. A membrana que apresenta melhores condicbes para a
ultrafiltracdo de casca de uva bordd é a membrana de 10 kDa. Para o estudo de
encapsulamento foram usados os permeados de UF obtidos das membranas 10 e
30 kDa a 25°C, utilizando goma arabica 15% e polidextrose 15% como materiais
encapsulantes, e posterior secagem por atomizacdo a 140°C. As microparticulas
obtidas resultaram em teores de umidade e de atividade de 4gua menores que
3,90% e 0,18%, respectivamente. Em relacdo a solubilidade, todas as amostras
encapsuladas foram muito sollveis, com valores na faixa de 96,8 a 99,6%. A
higroscopicidade dos pés apresentou diferenca significativa entre os agentes
encapsulantes sendo que a polidextrose foi a mais higroscopica. Para a cor, 0s
parametos a* e b* indicaram que as amostras possuem cores entre vermelho e o
azul, e de acordo com o Chroma 0s pos obtidos com polidextrose foram mais
saturados do que os poés encapsulados com goma Ardbica 15%. Quanto ao
parametro Hue, os resultados também indicaram que as amostras se encontram
no quarto quadrante do circulo cromético de cores (entre vermelho e o azul).

Palavras chave: compostos fendlicos, flavonoides, ultrafiltracao,
microencapsulacéo
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ABSTRACT

Consumption of grape and it's components is associated with protection against
degenerative diseases due to a high content of phenolic compounds. The grape
skin is a rich source of phenolic compounds as are byproducts of grape such as
grape juice and compounds found in wine made from grapes resulting in a less
recognized added value to these products. Current research separates the
phenolic compounds of an acidic aqueous extract with citric acid 2% (w / v) of
grape skin and using ultra-filtration with poly(ether sulfone) membranes. This
research material had a molecular weight cut-off of 10 and 30 kDa and subsequent
micro-encapsulation of collected permeate from the separation process and used
Arabic gum and polydextrose 15% as encapsulating agents. Initially the performance
of the membranes was compared to different trans-membrane pressure 1,0 to 3,5
bar and temperatures of 25, 35 and 45°C, in order to define the best separation
conditions. Bordo grapes (vitis labrusca) that were grown in the city of Cotipora,
region of Rio grande do sul, Brazil, were used for the experiments. Grapes were
previously subjected to bleaching with water bath at 80°C for 5 minutes and
followed by cooling in an ice bath for 3 minutes. Then the grape skin was manually
separated from the pulp and acidified water solution with citric acid 2% (w / v) was
added in a ratio of 1:4 (water / pulp). Additionally it was homogenized and the
mixture maintained at room temperature for 20 hours. The acidified extract with a
pH lower than 2.8 was filtered with Whatman No. 1 paper and placed on the
membrane equipment to begin the different UF experiments. The results showed
that better separation conditions in the UF was to 25°C and a trans-membrane
pressure of 3.5 bar. Results showed that the hydraulic permeabilities for the new
membranes of 10 and 30 kDa were 10,96 and 20,52 L.m™.bar?.h™, respectively.
During the UF process of the extract, the fouling values at 25°C were 85,9 and
89.6% for the membranes 10 and 30 kDa, while recovery after chemical cleaning
was 63,1 and 80,9%, respectively. It was studied total resistance (R;) to flow
constituted by the intrinsic membrane resistance (Rp), fouling resistance (Ry) and
cake layer resistance (Rc). The maximum resistance was a cake layer resistance
(Rc) with percentages compared with the total resistance of 80 to 90% and from 60
to 90% for membrane 10 kDa and 30 kDa. The fouling was a lowest 1 to 3% and 2
to 15% in membranes 10 and 30 kDa. The total polyphenol concentrations in the
10 kDa membrane at 25°C were 7,84, 2,51 and 10,89 mg (GA)gallic acid/g dry
sample, in the retentate, permeate and extract, respectively. With the membrane of
30 kDa, contents were 7,12, 1,62 and 10,66 mg gallic acid (GA)/g dry sample, in
the retentate, permeate and extract respectively. Flavonoid contents obtained with
the 10 kDa membrane were 1,78, 0,63 and 2,51, and the membrane 30 kDa were
1,60, 0,40 and 2,26 Catechins mg / g sample dry, in the retentate, permeate and
extract respectively. The amount of antioxidant capacity measured as ABTS to the
extract at 25°C was 127,80 Trolox equivalent (TEAC) (umol/g dry sample) and
permeate of 9,10 and 16,41 Trolox equivalent (TEAC) (umol/g dry sample) for
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membranes of 10 and 30 kDa respectively, showing that a few compounds were
separated with this property. The correlation index between levels of flavonoids
and phenolic compounds with antioxidant capacity were 0,99 and 0,98,
respectively. The membrane that presents the best conditions for the ultrafiltration
of the grape skin extract is 10 kDa membrane. The encapsulation study used the
UF permeates obtained from the membrane process of 10 and 30 kDa to 25°C,
using Arabic gum and polydextrose 15% as encapsulating agent and subsequent
spray drying process at 140°C. The micro-particles obtained resulted in moisture
content and lower water activity to 3.90% and 0.18, respectively. With regard to
solubility, all of the encapsulated samples were very soluble, with values ranging
from 96.8 to 99.6%. Hygroscopicity of powders showed significant difference
between agents encapsulants and the polydextrose was the most hygroscopic. For
color, parameters a * and b * indicate that the samples have color between red and
blue, in accordance with the Chroma. Powders obtained with polydextrose have
been more saturated than powders encapsulated with Arabic gum 15%. As for Hue
parameter, the results also indicated that the samples are in the fourth quadrant of
the circle chromatic color (from red to blue).

Keywords: phenolics compounds, flavonoids, ultra-filtration, microencapsulation
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INTRODUCAO

As tendéncias atuais dos consumidores estdo voltadas em escolher os
alimentos prestando atencdo em produtos preferencialmente naturais, que
aportem propriedades funcionais para a promocdo da saude e prevencdo de
doencas.

A ingestdo de legumes e frutas esta associada com a diminuicdo do risco
de muitas doencas cronicas, tais como cardiovasculares e cancer (Block et al.,
1992; Duthie et al., 2000 e Leifert, 2008). Antioxidantes naturais presentes em
vegetais e frutas, como vitaminas e polifendis, sdo considerados responsaveis por
esses beneficios para a saude (Bartosz, 1997; Leja et al., 1996).

Atualmente, um dos desafios da industria e pesquisadores é inovar e
desenvolver alimentos funcionais que contenham na sua composicdo compostos
biologicamente ativos, que ao serem incorporadas em uma dieta, desencadeie
processos metabdlicos ou fisiolégicos que resultem na reducdo do risco de
doencas e manutencao da saude (Anjo, 2004).

Os compostos bioativos contidos nas matérias primas e sub produtos
gerados nas industrias de alimentos, podem ser separados e isolados por
métodos de extracdo, filtragdo por membranas e microencapsulacdo que
preservem a sua atividade e biodisponibilidade.

Um estudo da agéncia de pesquisa em mercado internacional (Euromonitor,
2015) os produtos fortificados e funcionais tem um forte crescimento anual a nivel
mundial de 5% em relacdo a 2012-2013, e também no Brasil vem crescendo nos
ultimos anos. Da mesma forma, segundo Euromonitor, 2015 no Brasil o mercado
de nutrientes e bebidas ligados a saude e ao bem-estar cresceu 82% entre 2004 e
2009, emquanto que dos alimentos diet & light e funcionais representou cerca de
6% da producdo nacional da industria de alimentacao.

As reacBes de oxidacdo fazem parte da vida aerébica e de nosso
metabolismo e, como consequéncia os radicais livres sdo produzidos naturalmente

ou por alguma disfuncéo biolégica (Barreiros et al., 2006). O excesso de radicais
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livres no organismo, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio, participa de diversas reacdes, tais como a
peroxidacdo dos lipidios da membrana celular, e ataque as proteinas, enzimas,
carboidratos, DNA e membranas (Husain et al.,1987). Essas reagbes podem
desencadear diversas patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas
do coracao, catarata, disfungdes cognitivas e cancer, podendo ser a causa ou 0
fator agravante do quadro geral (Halliwell et al.,1989).

Antioxidantes sdo compostos quimicos com capacidade de reagir com 0s
radicais livres e assim restringir seus efeitos adversos ao organismo. S&o
substancias que retardam a velocidade de oxidacdo, através de um ou mais
mecanismos, como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais (Pietta,
2000). Assim, os possiveis mecanismos antioxidantes sdo: alteracdo de producdo
de radicais, eliminacéo de precursores de radicais, quelagdo de metais e elevagao
dos niveis de antioxidantes endoégenos (Pimentel et al., 2005).

Os polifendis estéo relacionados com diversos beneficios para a saude, tais
como atividade antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica, antiproliferativa ou
anti-estrogénica (Boyer e Liu, 2004).

A uva é uma fruta rica em compostos fenélicos que sdo principalmente
distribuidos na casca, hastes, folhas e sementes (Makris et al., 2008). As uvas e
seus produtos industrializados sdao amplamente consumidos e apresentam altas
concentracdes de compostos fendlicos, que sdo os principais responsaveis pela
atividade antioxidante das frutas (Li et al., 2011).

Em 2013, a safra brasileira de uva foi de aproximadamente 1,3 milhdo de
toneladas, das quais 836 mil foram destinadas ao processamento, segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2014) sendo que o
estado do Rio Grande do Sul produz o 95% da uva do Brasil (Mello, 2013).

Os principais subprodutos da vinificacdo e do suco séao obtidos durante as
etapas de esmagamento e prensagem das uvas, sendo que o bagaco pode
aproveitado e valorizado na geracéo de novos produtos (Torres et al., 2009).

No Rio Grande do Sul em 2011, das 709,7 mil toneladas de uvas

produzidas, 20-25% foram residuos contidos no bagaco (sementes, casca, polpa e
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engaco), os quais podem ser usados na separacdo de compostos bioativos
contidos neles, tais como antocianinas, flavondis, estilbenos (resveratrol), acidos
fendlicos e taninos (Mello, 2014).

Considerando a importancia dos compostos fendlicos como potenciais
antioxidantes e, sua presenca nos subprodutos da industria dos sucos e vinhos de
uva, resulta importante a sua separacdo através do processo de Ultrafiltracdo
(UF).

Entre as vantagens de usar UF podemos citar a possibilidade de eliminacao
da etapa de clarificacdo convencional, pelo fato de ndo requerer a utilizacao de
calor, ndo existir mudanca de fase ou de pH, e evitar o uso de agentes quimicos
(Rezzadori, 2010). Assim, a separacdo envolvendo compostos termolabeis sdo
favorecidas, preservando as propriedades organolépticas e nutricionais do produto
fresco, importantes para a qualidade final do produto (Carneiro et al., 2002;
Cassano et al., 2007). Além disso, os processos de separacdao por membranas
sdo sistemas compactos e de facil ampliacdo de escala, apresentando a
possibilidade de emprego em sistemas continuos e podem ser combinados com
outros processos de separacao (Kelly et al., 2000).

Um método industrial para proteger os compostos bioativos isolados é a
microencapsulacdo, na qual ocorre a formacao de particulas em tamanhos micro
ou nano, onde um ingrediente ativo & coberto por uma fina camada de outro
material, que possibilita o isolamento e a manutencdo de suas propriedades
(Almond et al., 2003).

Entre as vantagens da microencapsulacdo de componentes bioativos estao
a capacidade de reduzir a reatividade e a taxa de evaporacdo do material de
recheio para o ambiente externo, promover a liberacdo controlada, facilitar uma
dissolugdo homogénea do material encapsulado em uma formulacdo alimenticia,
mascarar o sabor (Wilson; Shah, 2007).

Umas das técnicas mais utilizadas para o0 processo de
microencapsulagao na industria alimenticia € o “spray drying” ou atomizagéo onde

uma emulsdo é convertida em um produto seco em po depois de um periodo
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relativamente curto de secagem, com uma rapida evaporacdo da agua em um
compartimento que recebe um fluxo de ar quente (Ré et al, 1998).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi separacdo por ultrafiltracdo e
microencapsulamento por atomizacdo dos compostos fendlicos presentes na

casca de uva Bordd (Vitis labrusca).
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Uva

As primeiras variedades de uva foram introduzidas no Brasil pelos
portugueses no ano 1532. Eram uvas finas (Vitis vinifera), cultivadas na Europa e
selecionadas com base em informacdes e experiéncia pessoal dos
vitivinicultultores europeus (Mello, 2012). A viticultura brasileira, porém, somente
se consolidou em meados do século XIX, com a introducdo do cultivar de uva
americana Isabel (Vitis labrusca) pelos imigrantes italianos, culminando na rapida
substituicdo dos vinhedos de uvas europeias (Mello, 2012).

A producédo de uvas no Brasil se divide em dois grandes grupos: um
formado pelas uvas européias ou finas (Vitis vinifera) destinada para producéo de
vinhos finos (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, entre outras) ou de mesa
(Italia, Rubi, Brasil, e outros), e um outro grupo que engloba as uvas comuns ou
americanas (Vitis labrusca ou hibridas) as quais séo destinadas para producao de
vinhos de mesa, sucos e derivados e para o consumo in natura (Bordd, Isabel,
Concord, Nidgara, Moscato, entre outras) (Camargo et al., 2007).

A producgédo brasileira de suco de uva esta concentrada no estado do Rio
Grande do Sul, mas observa-se, em anos recentes, uma forte tendéncia de
expansdo para regides tropicais como Mato Grosso, Goias e Vale do Rio Sao
Francisco (Hoffman, 2005).

No cenario internacional, a vitivinicultura brasileira ocupou em 2009 o 19°
lugar em area cultivada com uvas e o0 14° em producédo, segundo dados da FAO
(2009). O Rio Grande do Sul, produz o0 95% da uva do Brasil (Mello, 2014). Neste
mesmo estado, em 2014 a produgéo de vinhos, sucos e derivados foi de 507,84

milhdes de litros, 2,60% superior a verificada em 2013 (Mello, 2015)
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Uva Bordb

A Uva Bord6 (Figura 1) é uma variedade de Vitis labrusca, originalmente
chamada de Ives Seedling ou simplesmente Ives, obtida em Cincinnati, EUA, por

Henry Ives, a partir de sementes de Hartford Prolific (Souza e Martins, 2002).

Figura 1. Foto da cultivar Bordo.
Fonte: Embrapa, 2006

A cultivar Bordd é uma das principais videiras de Vitis. Na década de 1850
despertou interesse dos viticultores europeus devido a resisténcia ao oidio
(Uncinula necator), doenca que naquela época causava enorme prejuizo a
viticultura mundial (Grigoletti e Sénego, 1993). Foi introduzida no Rio Grande do
Sul em 1839 com o nome de ‘Ives’. Sua expansao deu-se devido a facil adaptacéo
a variabilidade de condi¢des edafoclimaticas, a boa produtividade e longevidade e
relativa rusticidade (Zanuz, 1991; Camargo, 1994). Entre as cultivares de Vitis
labrusca, a Bord6 € uma das principais variedades no Brasil para producdo de
vinho tinto de mesa, suco, vinagre, geleias e, por sua precocidade, é consumida in
natura (Rizzon et al., 2000).

Essa cultivar no Brasil € conhecida por nomes regionais, assim por exemplo
Bordd no Rio Grande do Sul e Santa Catarina, 'Terci' no Parand, 'Folha de Figo'
em Minas Gerais (Giovannini, 2008), tem importancia comercial s6 em regides
com inverno definido, apresentando grande dificuldade de desenvolvimento em

climas tropicais. Assim, a recomendacdo de cultivo esta restrita aos polos do sul
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de Minas Gerais e norte do Parana, além dos Estados do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina. (Hoffman et al., 2005)

E uma cultivar muito ristica e resistente a doencas fangicas, normalmente
plantada de pé-franco. A uva apresenta alta concentracdo de matéria corante,
motivo principal de sua significativa difusdo. E muito procurada pelos vinicultores e
indastrias, devido ao elevado teor de matéria corante do vinho e é usada em
cortes com os vinhos pouco coloridos de Isabel, corrigindo a coloracédo de sucos
elaborados com Isabel e Concord (Embrapa, 2007).

Segundo Giovannini (1999), a Bordd apresenta uma produtividade de 15 a
20 ton/ha, com teores de acucar de 14 a 15°Brix. Carvalho (1972) considera como
elemento de qualificacdo para a obtencdo de um bom suco de uva, as relagbes de
sélidos, acidez total, frutose e glicose, bem como os teores combinados de
taninos, ésteres volateis totais, antranilato de metila, potassio e cor. A Bordd é
considerada como apta a elaboracdo de suco, principalmente se cortada com
Isabel e/ou Concord, geralmente com coloracdo e acidez pouco pronunciadas
(Carvalho, 1972).

Mansur et al. (2010) relataram no suco de uva Bord6 organica os seguintes
compostos: trans-resveratrol (3,95+1,0 mg/L), quercetina (8,95+0,09 mg/L), rutina
(quercetina-3-rutinosideo) (3,75+0,03 mg/L), acido galico (81,07+2,03 mg/l), &cido
cafeico (30,28+2,0mg/L) e flavondides totais (0,249+0,002 mg/L). Quanto a
capacidade antioxidante in vitro por meio do método DPPH, Dani et al. (2007)
reportaram que os sucos das variedades Bordd apresentaram maior capacidade

antioxidante do que os sucos do tipo branco (Niagara).

1.2. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais (Lee et al., 2005). Os compostos fendlicos de maior ocorréncia natural
apresentam-se conjugados com mono e polissacarideos, através de um ou mais

grupos fendlicos, e podem também ocorrer como derivados funcionais, como



25

ésteres e metil ésteres (Vermerris et al., 2008). A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos depende de sua estrutura, particularmente do ndmero e
posicdo dos grupos hidroxila, e da natureza das substituicbes nos anéis
aromaticos (Balasundram et al., 2006).

Os polifendis sdo divididos de acordo com o numero de anéis fendlicos que
eles contém e os elementos estruturais que ligam esses anéis uns aos outros. Os
grupos de polifendis sdo os flavondides e ndo flavonodides (D’ Archivio et al.,
2007).

1.2.1. Flavondides

Os Flavonéides (Figura 2), dependendo do estado de oxidagdo do anel de

pirano central, sdo agrupados em: antocianinas, flavonas, isoflavonas,

flavanonas, flavondis e flavanois (Figura 3).

Figura 2. Estrutura genérica das moléculas dos flavondides.
Fonte: Tsao, et al. (2009)
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Figura 3. Estrutura genérica das maiores classes dos flavonoides.
Fonte: Tsao et al. (2009).
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As antocianinas sdo pigmentos vacuolares sollveis em agua que podem
aparecer de cor vermelha, roxa ou azul, dependendo do pH (Ignat, 2011).
Presentes em todos os tecidos vegetais, incluindo as folhas, talos, raizes, flores e
frutas. As antocianinas isoladas sao altamente instaveis e muito susceptiveis de
degradacdo (Giusti et al., 2003). A sua estabilidade é afetada por varios fatores
tais como pH, temperatura de armazenagem, estrutura quimica, concentragao, luz,
oxigénio, solventes, presenca de enzimas, flavondides, proteinas e ions metalicos
(Castaneda-Ovando et al., 2009). As antocianinas, bem como outros compostos
fendlicos, podem atuar como antioxidantes ao doar hidrogénio para radicais
altamente reativos, impedindo assim a continuagdo da formacdo de radicais
(Iversen, 1999).

As Flavonas sdo os flavonéides menos comuns, beterraba, pimentdo,
couve de Bruxelas, repolho, couve-flor, aipo, cebolinha, couve, alface, espinafre,
pimentédo, tomate, agrido representam importantes fontes de flavonas (Tsao et al,
2009). A casca de frutos contém grandes quantidades de flavonas
polimetoxiladas, assim por exemplo na pele de tangerina (D”Archivio,2007).

As Isoflavonas estdo contidas quase exclusivamente em plantas
leguminosas. A soja e seus derivados representam a principal fonte de
isoflavonas, e contém as trés principais moléculas (genisteina, daidzeina e
gliciteina) que atuam como agliconas ou, mais frequentemente, como formas de
glicose-conjugada. Sdo sensiveis ao calor e sdo muitas vezes hidrolisadas para
glicésideos durante o processamento e armazenamento industrial, tal como a
producao de leite de soja (Cortell, 2006).

As Flavanonas estdo presentes em concentracfes elevadas em citricos,
mas eles também sdo encontrados em tomates e certas plantas aromaticas, tais
como hortela (Tsao et al, 2009).

Dos Flavondis, a quercetina € 0 composto mais representativo. Estédo
presentes em cebolas, couve, alho-poré, brocolis, mirtilo, chd e vinho tinto

(D" Archivio, 2007). E importante mencionar que a biossintese dos flavondis &
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estimulada pela luz, de forma que estes se acumulem no tecido exterior e aéreo
de frutas (Eisen et al., 2003).

Entre os flavanois se destacam pela sua presencga nos frutos a catequina e
epicatequina (Arts et al., 2001; Arts et al., 2000). As catequinas s&o encontradas
em frutas, como damascos e cereja, também em vinho tinto, chd verde e
chocolate. As proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados,
sdo dimeros, oligbmeros ou polimeros de catequinas, 0Ss quais Sao O0S
responsaveis pelo carater adstringente de frutas e bebidas e da amargura do
chocolate (Rasmussen et al, 2005). E importante notar que esta adstringéncia
muda ao longo da maturacdo, e muitas vezes desaparece quando o fruto atinge a

maturacao.

1.2.2. Nao Flavondides

Os néo flavonoides sdo agrupados em acidos fendlicos, hidroxicinamatos e
estilbenos.

Os acidos Fendlicos, podem ser divididos em derivados do acido benzdico
e derivados de &cido cindmico, e constituem cerca de um terco dos fendis
dietéticos que podem estar presentes nas plantas em formas livres e conjugadas
(Robbins, 2003). Os acidos hidroxibenzéicos incluem o galico, p-hidroxibenzéico,
protocatecuico, acidos vanilico e siringico, os quais tém em comum a estrutura
(C6-C1) (Balasundram et al., 2006).

Os acidos hidroxicinamicos, por outro lado, sdo compostos aromaticos com
uma cadeia lateral de trés carbonos (C3-C6), tais como o cafeico, ferdlico,
cumarico e p-acidos sinapico (Bravo, 1998; Ignat et al., 2011).

Nos estilbenos, o principal representante é o resveratrol, que existe em
ambas as formas cis e trans isoméricas, principalmente em formas glicosiladas
(Gresele et al., 2011). E produzido por plantas em resposta a infeccdo por
patégenos (Delmas, 2006) ou em condicBes de stress (Bavaresco, 2003). Esta
presente em mais de 70 espécies de plantas, incluindo as uvas e amendoins

(Hemingway, 1981).
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A casca fresca das uvas vermelhas é particularmente rico em resveratrol
(50-100 ug de resveratrol/g de peso umido (Baliga, 2005), o que contribui para
uma concentracao relativamente elevada de resveratrol no vinho tinto e suco de
uva (Berletti, 1998; Bhat e Pezzuto, 2002).

1.2.3. Compostos fendlicos presentes na uva

Entre as frutas, a uva € uma das maiores fontes de compostos fendlicos.
Sendo que os principais séo os flavonodides (antocianinas, flavanois e flavonois),
os estilbenos (resveratrol), os acidos fenolicos (derivados dos acidos cinamicos e
benzoicos) e uma larga variedade de taninos (Francis, 2000).

Os flavondides estdo distribuidos na uva, especialmente em sementes e
hastes, e principalmente contem (+)-catequinas, (-)-epicatequinas e polimeros de
procianidinas (Cabrita, 2003).

Na casca da uva estdo presentes as proantocianidinas, acido elagico,
mircetina, quercetina, campaferol e trans-resveratrol (Pastrana-Bonilla, 2003).

O teor de compostos fendlicos totais da casca da uva varia com a cultivar,
composicédo do solo, clima, origem geografica, e praticas de cultivo ou exposicéo a
doencas, tais como infeccdes fungicas (Bruno e Sparapano, 2007).

Na Figura 4 estdo representadas estruturas quimicas de alguns compostos

fendlicos presentes na uva.
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1.3. Processos de separagdo por membranas

O processo de filtragdo por membrana consiste em bombear uma solugéo
(de alimentacdo) sob pressdo sobre a superficie filtrante denominada de
membrana que possui natureza quimica e configuracdo fisica apropriada
(Cheryan, 1986). Da filtracdo se obtém dois fluxos, o retido ou concentrado e o
gue passa atraves da membrana, denominada de permeado (Cheryan, 1986).

Os métodos de filtracdo utilizados nos processos de separacdo com
membranas sao: a convencional quando um fluido escoa perpendicular a
superficie da membrana (Figura 5a), apresentando um rapido acumulo de
componentes do liquido sobre a membrana, favorecendo o fenbmeno chamado de
polarizagc&o por concentracao (James et al., 2003) o que resulta numa diminuicéo
consideravel do fluxo de permeado e exige frequentes paradas no processamento
para limpeza ou troca do filtro (Dziezak, 1990).

A filtracdo tangencial (Figura 5b) ocorre quando o escoamento do fluido é
paralelo a superficie da membrana e altas velocidades possibilitam o arraste dos
solutos que tendem a se acumular na superficie (Cheryan, 1986; James et al.,
2003).
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Figura 5. Esquema ilustrativo da filtracdo convencional (a) e tangencial (b).
FONTE: DBD Filtros (2013)

O aumento do fluxo de permeado através da membrana é conseguido pela
aplicacao de pressdes mais elevadas sobre a membrana, menor pressdo osmatica

na alimentagdo ou uma membrana mais permeavel (Cheryan, 1986).
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A microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e a osmose
reversa (Ol) (Figura 6) sdo os processos de separagdo por membranas mais
utilizados na industria de alimentos e apresentam, nesta sequéncia, a diminui¢cao
do poro (Ostergaard, 1989). A medida que se diminui o diametro médio dos poros
das membranas tem-se 0 aumento da pressao que é de 0,2 a 3,45 bar para a MF;
0,5 a 5 bar para a UF; 1,5 a 40 bar para a NF; e de 20 a 100 bar para a Ol
(Teixeira, 2001).

‘ .. Particulas
MF 0% * (>0.1 pm)
09
Microfiltragéo ssEsEsEsEEEn NN NN RN NN NN NN NN RN AR
Macro
UF Moléculas
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NF ¢ (Mw 200D-2kD)
Nanofiltragﬁo L\ L R R R R R R R R R R RN R R R R R RN RN RN R R L
. -
OR a2 fons
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Solvente

reversa

Figura 6. Seletividade de membranas
FONTE: Prozesstechnik (2013)

As membranas séo classificadas de acordo com mecanismo de separacéo,
geometria e composi¢cdo da membrana, e podem ser dispostas em muitas formas
a fim de oferecer diversas opc¢des para a separagao.

Os Processos de separacdo por membranas empregam membranas em
diferentes tipos de mdédulos baseados em duas configuracdes: plana (usada neste

trabalho) e tubular. Os médulos de placa e quadro e espiral envolvem membranas
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planas, enquanto os maédulos, tubular, capilar e de fibras ocas sdo baseados na

configuracdo de membranas tubulares (Cheryan,1986).

1.3.1. FenGmenos que limitam o fluxo permeado

Trés fendbmenos sdo conhecidos por limitarem o fluxo de permeado:
polarizacdo por concentracdo, camada gel polarizada e fouling. Todos esses

fatores induzem a resisténcias adicionais no transporte através da membrana.

Polarizag&o por concentracao

Consiste no acumulo de soluto proximo ou sobre a superficie da membrana.
Os solutos sdo conduzidos a superficie da membrana por meio de transporte
convectivo, onde 0s solutos maiores que a massa nominal de corte da membrana
sao retidos pela membrana, enquanto que solutos menores do que 0S poros
permeiam livremente ou parcialmente a través da membrana (Cheryan, 1986).

Os solutos que ndo passam pela membrana vao se acumulando sobre a
superficie causando um incremento da resisténcia ao transporte de solvente ou
um acréscimo na pressdo osmoética local, que pode fazer com que decresca o
fluxo ou a possibilidade de mudanca nas caracteristicas de permeabilidade da

membrana (Cheryan, 1986).

Fouling

Fendbmeno no qual a membrana adsorve ou interatua com solutos da
corrente da solucdo de alimentacdo, resultando na deposicdo e acumulo de
sélidos na superficie das membranas ou interior dos poros diminuindo o fluxo de
permeado e/ou incrementando a rejeicdo dos solutos na membrana isso €
usualmente um fenémeno irreversivel e dependente do tempo (Cheryan,1986).

Enquanto que os efeitos da polarizagdo por concentracdo sao afetados
pelos parametros de operacdo, tais como velocidade, pressao, temperatura e
concentracdo da alimentacdo, o fouling € dependente do tempo e também

parcialmente dependente da concentracdo (Cheryan, 1986). Os efeitos do fouling
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normalmente s6 podem ser compensados ao desligar o sistema e realizar a
limpeza da membrana por meios quimicos (Cheryan, 1986). A mais efetiva forma
de minimizar o fouling € no pretratamento da solucdo de alimentacdo e na
manipulacdo das condicbes de operacdo tais como temperatura, pressao e

velocidade de alimentacéo (Cheryan, 1986).

Camada gel polarizada

A formacdo da camada gel € causada pelos coloides e as macromoléculas
acumulados préximos da membrana, que quando atingem uma concentracao
critica, geram uma grande resisténcia ao transporte; e para melhorar o transporte,
a espessura desta camada limite deve ser reduzida através do aumento da
velocidade tangencial (Cheryan, 1986), resultando em aumento na turbuléncia da
solugdo junto & membrana, diminuindo assim os efeitos adversos da zona de
polarizacdo e controlando a formacdo da zona de polarizacédo e a espessura da

camada de gel (Mello et al., 2015).

1.4.Microencapsulagéo por atomizagao

A microencapsulagdo € um processo definido como tecnologia de
“‘empacotamento” de materiais ativos na forma de sodlidos, liquidos ou até mesmo
gasosos, no qual ocorre a formacao de particulas em tamanhos micros, onde um
ingrediente ativo € coberto por uma fina camada de outro material, que possibilita
o isolamento e a manutencdo das caracteristicas ideais de uma substancia e com
iSso, protege o ativo de meios adversos, estabilizando o produto e aumentado sua
vida util (Almond et al, 2003). Posteriormente, 0 material ativo pode ser liberado
ativo sob condicdes especificas e sob taxas controladas (Gibbs, 1999).

Gharsallaoui et al. (2007) definem esta técnica como um processo em que
pequenas particulas ou goticulas sdo cercadas por um revestimento ou sdo
incorporados a uma matriz homogénea ou heterogénea para se obter pequenas

capsulas. Os agentes encapsulantes usualmente empregados nha
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microencapsulacdo sdo hidrocoléides de goma vegetal, gelatina, amidos
modificados, dextrinas, lipideos, emulsificantes, carboidratos, entre outros
(Constant e Stringheta, 2002). No processo de microencapsulacdo as
microparticulas formadas podem ter a forma de microcapsulas ou microesferas
(Madene et al., 2006). As microcdpsulas sao particulas constituidas por um nucleo
interior, que contém a substancia ativa, e que é coberto com uma camada de
polimero constituindo assim a membrana da capsula (Madene et al, 2006). As
microesferas sdo sistemas tipo matriz, onde o material a encapsular é
uniformemente disperso e/ou dissolvido na rede do polimero.

As microparticulas seladas podem liberar seus conteldos a taxas
controladas, podendo os mecanismos de liberagdo serem controlados pela
mudanca de temperatura, umidade, pH, aplicacdo de pressdo ou de cisalhamento
e adicdo de surfactantes (Favaro et al., 2008).

Entre as técnicas de microencapsulacdo utilizadas se encontram a
secagem por pulverizacao, liofilizacdo, extrusédo e coacervacao (Azeredo, 2005).

Para o processo de microencapsulacdo por atomizacdo é preparada
previamente uma emulsdo dos compostos a encapsular e do material de parede, e
a seguir atomizado pela pulverizacdo de goticulas mediante bombeamento da
emulsado através de um disco rotativo ou bico dispersor e colocado dentro de uma
camara aquecida por ar, onde a agua da emulsdo € evaporada produzindo
particulas em po (Shu et al.,, 2006). Uma caracteristica importante é que 0s
tempos de residéncia das particulas expostas ao calor sdo curtos (geralmente
poucos segundos), e a temperatura do nicleo nio ultrapassa os 100 °C, o que
reduz a ocorréncia de alteracfes indesejaveis em compostos termos sensiveis
(Dziezak,1988).

Estudos tem mostrado que a estabilidade e tempo de vida dos polifenois
durante armazenamento e sua protecdo contra degradacdo oxidativa pode ser
aumentada pelo uso da técnica de encapsulacdo por spray dryer (Blackwell,
2014). No entanto, o rendimento da encapsulacdo, a eficiencia e a protecado da
atividade antioxidante dos polifenois encapsulados € afetada por varios fatores,

incluindo o tipo e composicdo dos materiais de parede, o tamanho da particula, a
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concentracdo de alimentacdo e a temperatura de entrada e saida do ar de
secagem no atomizador (Blackwell, 2014).

O conjunto que compde um equipamento do tipo “spray dryer’ ou
atomizador padrdo (Figura 7) é constituido de: 1) Sistema de bombeamento e
controle de vazdo da alimentacdo de material a ser seco; 2) Sistema da
alimentacdo de ar para secagem; 3) Sistema de atomizacdo do material; 4)
Camara de secagem; 5) Sistema de separacao ar - po seco (ciclone); 6) Saida de
Ar; 7) Saida de Produto (p6 seco).

Figura 7. Esquema de secagem por atomizagao
FONTE: Eurotherm (2014)

1.5.Material de parede

Um dos principais fatores que influenciam na estabilidade de compostos
encapsulados é a natureza do material encapsulante (Rosenberg, 1990). A
escolha do material a ser utilizado deve levar em consideracdo uma série de
fatores, tais como: propriedades fisicas e quimicas do nlcleo e da parede
(viscosidade, propriedades mecanicas, transi¢édo vitrea, capacidade de formacéo
de filme, solubilidade, higroscopicidade, sabor e odor suaves, facil reconstituicéo,
compatibilidade do ndcleo com a parede, mecanismo de liberacdo controlada e
baixo custo (Brazel,1999). O material de parede deve ser ndo reativo com o

nacleo (Jackson et al, 1991).
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A estabilidade de emulsGes é um fator importante a se considerar para
encapsulacdo de compostos. Na pratica, muitas vezes, pelo fato de um mesmo
composto ndo englobar todas essas propriedades, usam-se misturas
(Shahidi,1993; Trubiano,1998).

Entre os materiais mais usados como encapsulantes estdo gelatina, gorduras,
Oleos, goma arabica, alginato de célcio, ceras, amido de trigo, milho, arroz e
batata, ciclodextrina, maltodextrina, caseinato de sodio, soro de leite ou proteina

soro de leite e proteina da soja (Parra, 2010).

1.5.1. Goma Arébica

A goma ardbica (ou acécia) € uma resina natural composta por
polissacarideos e glicoproteinas, que é extraida de duas espécies de acacia da
regido sub-ariana (Sul do deserto do Saara), mais especificamente das espécies
Acacia senegal e Acacia seyal (Anderson, 1985).

Esta goma é considerada como material encapsulante por exceléncia,
gracas a sua alta solubilidade, baixa viscosidade, boas propriedades
emulsificantes, sabor suave e alta estabilidade oxidativa conferida a 6leos
(Kenyon, 1995; Thevenet, 1995). E constituida por um arranjo de polissacéaridos
altamente ramificado de galactose, arabinose, ramnose e acido glicurdnico,
contendo ainda cerca de 2% de um componente proteico ligado covalentemente a
esse arranjo molecular, exercendo um papel crucial na determinacdo das
propriedades emulsificantes da goma (Anderson,1985; Randal,1988).

Constitui um agente encapsulante muito bom para 6leos aromatizantes
empregados em misturas em po para bebidas, além de aprimorar a textura de
sorvetes. E também usada em conjunto com outros tipos de polissacarideos,
devido ao fato de apresentar baixas viscosidades quando usado em pequenas
concentracdes. A goma arabica, por sua facil e rapida solubilidade em &gua,
facilita a reconstituicdo de produtos desidratados e de concentrados de aromas. A

goma arabica tem recebido o status de mais alta seguranca toxicolégica pela
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Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) (Anderson et al.
1985; Motlagh et al.,, 2006). Além disso, tem a propriedade funcional como

prebidtico (Saenz et al., 2009).

1.5.2. Polidextrose

A polidextrose € um polissacarideo sintetizado pela polimerizacdo randémica
da glicose (Stumm e Batles, 1997) e pode ser considerado como alimento
funcional, pois € parcialmente fermentado pela microbiota intestinal no intestino
grosso, mas nado é digerido nem absorvido no intestino delgado e, em sua maior
parte, € excretado nas fezes (Pfizer, 1978). Segundo Jie et al. (2000), a
polidextrose pode ser também considerada como prebidtico, pois estimula o
crescimento de lactobacilos e bifidobactérias e a fermentagdo continua ao longo
do colon. E tolerada uma média de 90 g por dia, sem efeitos laxativos (Fakhouri et
al., 2005). Além disso, este polimero € extremamente estavel, incolor e néo
apresenta sabor residual, sendo também altamente estavel dentro de uma faixa

ampla de pH, temperatura, condi¢coes de processamento e estocagem (Jie, 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521412002153#bib0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521412002153#bib0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521412002153#bib0120
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Estudar a separacao dos compostos fendlicos a partir da casca de uva Bordd
(Vitis Labrusca) pelo método de ultrafiltracdo e seu encapsulamento por

atomizacao.

2.2 Objetivos especificos

¢ Obtencéo do extrato da casca de uva Bordd, para a separacdo de compostos
fendlicos através de extracdo aquosa acidificada com &cido citrico de 2%;

e Separar compostos fendlicos do extrato da casca de uva Bordd usando o
processo de Ultrafiltracdo, empregando membranas com massas molares de
corte de 10 e 30 kDa;

e Estudar o efeito da presséo transmembrana (1,0, 1,5, 2, 2,5, 3,0, e 3,5 bar) e da
temperatura (15, 25 e 35 °C) no processo de ultrafiltracdo a fim de maximizar o
fluxo e minimizar o fouling e a formacgao de concentracéo por polarizacéo;

e Determinar os teores de polifendis totais e flavondides totais, no extrato, retido e
permeado de amostras recolhidas no processo de UF;

eRealizar a microencapsulagcdo do permeado, obtido mediante UF do extrato
fendlico, por atomizacéo a 140°C utilizando como encapsulantes goma arabica e
polidextrose 15%;

e Avaliar as caracteristicas fisicas das microparticulas, tais como umidade, cor,

higroscopicidade, solubilidade e atividade de agua.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de execucéao
Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Engenharia de
Processos em Alimentos e de Desidratacdo do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA) — UFRGS

3.2. Matéria Prima

Foram adquiridas uvas variedade bordd (Vitis labrusca) colhidas o dia 09 de
Fevereiro de 2014, na regido Serra Gaucha, municipio de Cotipord, RS. Os
cachos foram higienizados com agua potavel, selecionados, embalados em sacos
de polietileno e armazenados a -18+2 °C, até o momento do uso.

3.3. Procedimento experimental de extracdo do extrato da casca de Uva
Bordd

Para a preparacéo do extrato da casca de uva, os frutos foram separados,
pesados e descongelados sob-refrigeracdo a temperatura de 4+2 °C. Apoés
descongelamento foram submetidos a branqueamento em banho termostético,
durante cinco minutos a 80° C e imediatamente resfriadas por 3 minutos em banho
de gelo (Aguero et al., 2008). A seguir a casca foi retirada manualmente, pesada e
liquidificada com solucé&o aquosa acidificada 2% de acido citrico em uma razéo de
1:4 (m/v), seguido de lixiviacdo por 20 horas a 20°C. ApOs esse periodo, o extrato
foi filtrado ao vacuo com papel de filtro Whatman No 1, os extratos foram
acondicionados em frascos de vidro ambar, hermeticamente fechados e
armazenados a -18+2 °C. Todos os tratamentos e procedimentos realizados ao

extrato foram realizados no ambiente escuro.
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3.4. Processo de Ultrafiltragéo

Previamente ao processo de separagcdo por membranas, os extratos foram
descongelados sob-refrigeracdo na temperatura de 4+2 °C.

Foram utilizadas membranas poliméricas de ultrafiltracdo (UF), com massa
molar nominal de corte (NMWCO) de 10 e 30 kDa, fabricadas em polietersulfona
(PES) pela Synder Filtration Headquarters (Vacaville, USA). O equipamento de

ultrafiltracdo empregado se mostra na Figura 8.

O sistema estad constituido dos seguintes componentes: (1) tanque de
alimentagao encamisado de vidro, com volume total de 2.0 litros, com controle de
temperatura através de um banho ultra termostético (CienlaB, modelo CE-110/10);
(2) bomba pneumatica tipo diafragma (Ingersoll-Rand, modelo PDO5P-ARS-PAA-
B) com vazdo nominal de 54.5 L/min e pressdao maxima de 6,9 bar (690 kPa),
operada com compressor de ar comprimido (Schulz, modelo MSV 20); (3) pré-filtro
(Marca CUNO,modelo 1BR1), com elemento filtrante de Poliester Polietileno de 5
micras; (4) médulo para membrana plana fabricado em ago inoxidavel 316 com
area de 0.008903 m? para a membrana; (5) mandmetro de entrada em aco
inoxidavel 316 com escala de 0 a 12 bar; (6) mandmetro de saida em aco
inoxidavel 316 com escala de 0 a 12 bar; (7) valvula para controle de pressao.
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‘

Figura 8. Equipamento de ultrafiltracédo: (1) tanque de alimentacéo; (2) bomba;
(3) pré-filtro; (4) médulo de membrana; (5) manémetro de entrada; (6) manémetro
de saida; (7) valvula de controle de vazao.

3.4.1. Procedimento experimental

3.4.1.1. Compactacao das membranas de UF

Para a separacdo de UF, inicialmente foi colocada uma membrana de PES
nova no médulo, e compactadas mediante recirculacdo de agua destilada através
da imposicdo de uma pressao transmembrana (TMP) de 4 bar a 25°C, para dessa
forma conseguir o adensamento da microestrutura (Rai et al., 2007). O processo
de compactacao foi realizado até que o fluxo de permeado de agua tornar-se

constante com o tempo.
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O fluxo de agua (J,) foi calculado de acordo com a Equagdo (1) segundo

metodologia descritas por Cheryan (1986), Mulder (1991), De Bruijn (2002) e
Jiraratananon et al. (1996):

4
Axt

Jp = €Y)

onde 1, € o volume de permeado (L), A € a area efetiva da membrana 0,008903

(m?) e t é o tempo necessario (h) para coletar V.
3.4.1.2. Permeabilidade das membranas

Apdés compactacdo da membrana foi determinada a permeabilidade
hidraulica da membrana nova (Lpi) (L.m2.h™bar?) a través de medicdo do fluxo
de permeado a diferentes TMP (4,0, 3,0, 2,5, 2,0, 1,5 e 1,0 bar).

A permeabilidade foi calculada do coeficiente angular da equacgéo linear
obtida dos dados do fluxo de permeado em funcéo da TPM (Czekaj et al., 2001).
O mesmo procedimento foi realizado para determinar as permeabilidades
hidraulicas com agua, ap6s ultrafiltragéio do extrato (L,s) (L.m?*.h™.bar?) e limpeza

do sistema (L,.) (L.m™?.h™".bar™).

3.4.1.3. Estudo do comportamento de fluxo do extrato da casca de uva a

diferentes pressdes e temperaturas

Os experimentos foram realizados de acordo com a metodologia proposta
por Cassano et al. (2008) em modo batelada, com recirculacdo total do retido e
separacéo do permeado, com vazdo de 125 L.h™.

As separacdes foram realizadas as pressbes de 1,0, 1.5, 2,0, 2,5, 3,0 e
3,5 bar, e temperaturas de 25, 35 e 45 °C todos eles com tempos de 6 horas.

Foram empregadas dois tipos de membranas poliméricas de 10 e 30 kDa. Os
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volumes de permeado coletados foram armazenados a -18+2 °C para posteriores
analises.

Apés separacdo, foi retirado o volume que corresponde ao retido, e
substituido por agua destilada para comecar a limpeza do sistema. Nestas
condicdes foram realizadas as medi¢cdes de fluxo de permeado de agua para
determinar a permeabilidade da membrana ap6s separacéo do extrato.

A seguir foi realizada a limpeza quimica da membrana (Anexo A) com
solugdo alcalina de hidréxido de sédio (0,35 g.L™; pH 10,8-11,0) a 50°C por
30 minutos, seguida de enxague com agua destilada a 50°C. Posteriormente, foi
retirada a 4gua destilada e adicionada solucéo de &cido citrico (5 g.L™%; pH 2,0-2,2)
no sistema a 50°C por 30 minutos; retirada essa solugcéo, seguidamente foi
realizado um novo enxague com agua destilada por 20 min a 50°C. Logo ap0s, foi
adicionada solucgéo de hipoclorito de sédio (1,25 ml.L™) para manter no sistema
aproximadamente 150 ppm de cloro livre por 20 minutos a 50°C. Depois, a
solucéo de hipoclorito de sddio foi retirada e substituida por agua destilada para o
enxague a 50°C. Finalmente, foi adicionada agua novamente para circular dentro
do sistema, com o intuito de realizar a compactacdo e as medicdes de fluxo de
permeado de 4gua e poder determinar a permeabilidade hidraulica da membrana

ap6s da limpeza quimica (L) (L.m?.h™.bar™).

3.4.1.4. Determinacdo de Fouling, eficiéncia da limpeza quimica, retencao

da membrana e fator de concentracao
Com os resultados obtidos nos experimentos de permeabilidade da agua da

membrana nova, antes e apos cada experimento de UF foi possivel calcular o

fouling (equacéao 2):

L —L
Fouling (%) = <’”L—pf ) x100 (2)
pi
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Onde (L,;) é a permeabilidade hidraulica da membrana nova e (L,s) é a

permeabilidade hidraulica da membrana ap6s o processo de UF do extrato antes
de fazer a limpeza quimica (Saha et al., 2007).
A recuperacao de fluxo foi calculada da equacéo (3) (Liikanen et al., 2002)

Rec.do fluxo(%) = (%) x 100 3)
pi

onde J,. (L.m?%h?) é o fluxo de permeado de agua apos limpeza quimica

da membrana e J,; (L.m2.h™) o fluxo de permeado de agua da membrana nova.

O coeficiente de retencdo observada R,,;, ou a capacidade seletiva da

membrana em relacdo a uma dada espécie. Foi calculado de:

CP
Rops = [1 - —] x 100 (4)
Cr

Onde C, é a concentracdo do componente em estudo, neste caso

concentracdo de polifenois ou flavonoides na corrente de permeado e C,

concentracdo do componente no retido.

O fator de concentracado volumétrico (Fcv) foi calculado da equacéo 5:

(5)

Onde: Vi é o volume inicial de solucdo de alimentacdo, Vp é o volume

recolhido no permeado e Vr é o volume retido.
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3.4.1.5. Anédlise das resisténcias

As resisténcias correspondentes a cada uma das fases do ciclo de separacao:
membrana nova, ap6s separacdo do extrato, e apOs limpeza quimica, foram
determinadas de acordo com o modelo de resisténcias em série, propostas por
(Jiraratananon et al., 1996), (Cheryan,1998) e (Bruijn et al., 2002):

A Equacédo (6) representa a resisténcia total que considera todos os efeitos

resistivos como um somatorio de componentes (Habert et al., 2006):
R; = Ry + R + Ry (6)

onde R, é a resisténcia total (m™), R,, a resisténcia da membrana nova com
agua (m™); R, resisténcia a polarizacdo por concentracdo (m™) e R; resisténcia ao

fouling.

Para determinar a resisténcia da membrana nova € usada a equacao (7):

R = 1
m Hw Lpi

(7)

onde uy, € a viscosidade da &gua (kg.m*s’) e L, (L.mZh'bar') é a

permeabilidade hidraulica da membrana nova .

A resisténcia total foi calculada da equacéao (8):

1

R, =
‘ Uy Lpf

®)
onde L,r € a permeabilidade hidraulica da membrana apds o processo de UF
do extrato e p,, é a viscosidade da agua (kg.m™*.s™)

ApOs realizar o procedimento de limpeza foi determinada a resisténcia ao
fouling R, (m™), pela Equag&o (9):

Rm + Rf = (9)

HUw ch
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Onde R,, é a resisténcia da membrana nova com agua (m™); u, é a viscosidade
da agua (kg.m™*.s™); e L, € a permeabilidade hidraulica da membrana apos da

limpeza quimica (L.m?.h™.bar?).

Finalmente, usando a equacgéao (6) por diferenca foi calculada a resisténcia

a polarizagéao por concentracdo (R,).

3.5. Encapsulamento por atomizacao

Foi usado para cada experimento de atomizacdo 400 mL do permeado
obtido na Ultrafiltracdo do extrato de casca de uva em cada uma das membranas
de 10 e 30 kDa. Ao extrato foi adicionado o agente encapsulante a uma
concentracdo de 15%, homogeneizado em Ultra Turrax (IKA; T25) por 3 minutos a
5000 rpm, até completa dispersao.

Os agentes encapsulantes utilizados foram goma Arabica (Instantgum BA;
Nexira Brasil Comercial Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e polidextrose (MasterSense Ing.
Alim. Ltda. Sao Paulo, Brasil), foi escolhido trabalhar com esses tipos de
encapsulantes ja que em estudos realizados previamente no laboratério foram
usadas para a microencapsulacdo de extratos de amora-preta (Rubus fruticosus)
(Rigon, et al 2016), Repolho Roxo (Brassica oleracea L. var. capitata L. f. rubra)
(Bernstein, et al 2015), casca de uva (Kuck, et al 2016), yacon (Brites, et al 2016),
onde houve resultados satisfatérios.

A sequir a disperséo foi seca por atomizagdao, empregando atomizador de
duplo fluido, do tipo pneumético (Mini-Spray-Dryer, LM MSDi 1.0, LABMAQ,
Brasil), com bico de alimentacdo de 1,0 mm de diametro (Figura 9). A alimentacao
do secador foi realizada através de uma bomba peristaltica com vazéo de 0,60L/h;
temperatura do ar de secagem 140 °C; pressdo de ar comprimido 3,5 Kgf/cm2 e
vazao de ar de 40,5 L/h.
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Figura 9. Equipamento de secagem por atomizacao usado neste trabalho.

3.6. Analises fisicas e quimicas

As analises realizadas em amostras do extrato, retido e permeado proveniente
da separacdo UF foram: viscosidade, polifenois totais, flavonoides e capacidade
antioxidante. Para as microesferas foram determinadas: atividade de agua,

umidade, higroscopicidade, solubilidade e cor.

3.6.1. Viscosidade

Foi medida a viscosidade no extrato, retido e permeado nas temperaturas
de 25, 35 e 45° C com o viscosimetro (Brookfield, Modelo DV2T) de acordo com

metodologia recomendada por (Aguil6-Aguayo et al., 2010).
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3.6.2. Teor de polifenois totais

Foi determinado de acordo com a metodologia de Singleton e Rossi pelo
método colorimétrico de (Folin-Ciocalteau, 1965). As amostras para analise foram
usadas a partir do extrato acidificado com &cido citrico em proporgédo 1:4 (m/v)
previamente preparado. Para andlise foram diluidas amostras do extrato em agua
em proporcdo de: 1:10 para o extrato; 1.5 para o retido; sem diluicdo para o
permeado. Posteriormente, 0,5 mL de cada amostra foram colocadas
separadamente em tubos de ensaio e foi adicionado 0,25 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau e 1,25 mL de carbonato de sodio Na,CO3z; a 20% em cada tubo,
depois foram homogeneizados por meio de agitacdo manual e mantidos a
temperatura ambiente, sob o abrigo da luz por 2 horas, para posterior leitura
espectrofotométrica. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Genesys S10,
Thermo Scientific) a uma absorbancia de 765 nm. A curva de calibracédo (Anexo B)
foi elaborada utilizando solucdo de acido galico dissolvido como solucédo padrao
em &gua destilada na concentracdo de acido galico (0,1 mg.L™) a partir desta,
foram preparadas solucdes de concentracées entre 0 a 40 mg.mL™. A equacdo da
reta obtida por regressdo linear e as leituras das absorbancias no
espectrofotdbmetro foram usados para realizar os calculos do teor de compostos

fendlicos expressos em equivalentes de 4cido galico (mgGA.g™).
3.6.3. Teor de Flavonadides

Foi determinado de acordo com o ensaio colorimétrico proposto por
(Zhishen et al., 1999). As amostras para analise foram usadas a partir do extrato
acidificado com &cido citrico em proporcédo 1:4 (m/v) previamente preparado. Para
analise foram diluidas amostras do extrato em agua em proporc¢ado de: 1:10 para o
extrato; 1:5 para o retido; sem diluicdo para o permeado. Inicialmente, foram
colocados 0,25 ml de cada amostra em tubos separados e foi adicionado 1,25 ml
de agua destilada a cada tubo; posteriormente se adicionaram 0,075 ml de NaNO;

(5% wl/v) e deixou-se em repouso por 5 minutos. A seguir, adicionou-se 0,15 ml de
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AICI3 (10% wl/v) e, depois de 6 minutos, adicionou-se 0,5 ml de solucdo de NaOH
(1M). A seguir, foram acrescentados 0,775 ml de agua destilada, ficando num
volume total de 3 ml. A mistura foi agitada vigorosamente e lida a absorbancia a
510 nm.

A curva de calibragdo foi preparada utilizando uma solugdo padrao de
catequina (de 0 a 4 mg.L™") (Anexo C) para determinar o teor de flavonoides nas
amostras. As leituras das absorbancias foram realizadas no espectrofotdmetro
(Genesys S10, Thermo Scientific). Os resultados foram expressos como mg de

catequinas equivalentes (CEQ).g™ de amostra.
3.6.4. Determinacdo de capacidade antioxidante ABTS™

A capacidade antioxidante pelo ABTS™ foi determinada pelo método
descrito por Re et al. (1999) com modificagdes. O radical ABTS™ foi preparado a
partir da reacédo de 5 mL da solucdo estoque de ABTS 7 mM (192 mg de ABTS
com 50 mL de agua destilada em baldo volumétrico) e 88 pL de solucdo de
persulfato de potassio 140 mM de concentracao final (378,4 mg de persulfalto de
potdssio em 10 mL de &gua destilada). Foi mantida a solugdo no escuro a
temperatura ambiente por 16 horas antes do uso. A solugdo ABTS foi diluida com
tampéao fosfato (5 mM; pH 7,4) e etanol P.A. até atingir absorbancia de 0,7 (x0,02)
a 734 nm.

Foi determinado ABTS™ nas amostras de extrato e permeado, para o qual
as amostras foram previamente diluidas da seguinte forma (Nenadis et al., 2004):
o extrato foi diluido em concentracdes de 1%, 5% e 10% em agua destilada; o
permeado foi diluido em 40%, 60% e 80% e 100% (amostra sem diluir).

Posteriormente, aliquotas de 300 yL dessas diluicbes foram colocadas em
tubos, separadamente, e adicionados 2,7 mL da solucdo diluida de ABTS e se
deixou reagir por 6 minutos. Apés esse tempo foi lida a absorbancia a 734 nm.

A curva de calibragdo foi preparada utilizando uma solugcdo padrao de
Trolox (de 12,5 a 200 TEAC pmol/g) (Anexo D). As leituras das absorbancias

foram realizadas no espectrofotometro (Genesys S10, Thermo Scientific). Os
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resultados foram expressos como equivalentes Trolox (TEAC) (umol/g de

amostra).
3.6.5. Medicéao de Cor

A cor das amostras nos pos foi medida por meio de leitura direta com
colorimetro minolta (CR400/410, Minolta sensing Inc. Osaka, Japado) e os
resultados foram expressos de acordo com o sistema tridimensional CIEL*a*b*,
onde L* indica luminosidade (O-preto a 100-branco); as coordenadas de
cromaticidade a* (a*+. predominante para o vermelho; a*-: predominante para o
verde) e b* (b*+: predominante para o amarelo; b*-: predominante para o azul). A
calibracéo foi feita por meio de placa de ceramica cor branca (L*= 97,47; a*= 0,08;
b*= 1,76). Os parametros L*a*b* foram usados para calcular os valores de
Chroma, angulo Hue a partir das equacgdes descritas por Ndiaye et al. (2009).

Equacbes 10 e 11

1
Chroma = (a*? + b*?)z (10)

Hue =tan™?! (E) (11

ax

3.6.6. Determinacdo da Atividade de Agua

A atividade de 4gua da amostra foi medida em um analisador de atividade
de agua marca Aqualab, modelo 3TE, através do método n° 978.18 da AOAC
(1995).

3.6.7. Determinacao de Umidade

A determinagdo de umidade foi realizada de acordo com o método n°
984.25 da AOAC (1995).
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3.6.8. Determinacao de Solubilidade

A solubilidade das microcdpsulas foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Cano-Chauca et al. (2005), com algumas modificacdes.
Aproximadamente 1 g do p6é se adicionou em 100 mL de 4gua destilada e se
dissolveu em agitador magnético durante 5 minutos. Uma aliquota de 25 mL do
sobrenadante foi transferida para copos de béquer e a amostra se secou em
estufa a 105°C durante 7 h. A solubilidade foi calculada por diferenca de peso do
po antes e depois da secagem segundo equacdo 12. E foi expressa em

porcentagem (%).

. (Pa — Pb)
Solubilidade = TxlOO (12)

Onde: Pa (g) € a massa do béguer mais a amostra apds 7 horas de secado a

105°C e Pb (g) é a massa inicial do béquer.

3.6.9. Determinacao de Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com o método proposto por
(Tonon et al., 2009). 1 g de amostra do pé atomizado foi pesado e acondicionado
em um recipiente contendo solucéo saturada a 75% de cloreto de sédio (NaCl) e
hermeticamente fechado; as amostras se colocaram em incubadora marca Ethik
Technology modelo 411/FDP, (Vargem Grande Paulista, SP) a 25 °C e foram
pesadas em intervalos de 48 h até que o equilibrio foi atingido. A higroscopicidade

se expressa em %.

3.7. Anédlise estatistica

As analises foram feitas em triplicata e expressas como média + desvio-

padrdo. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e para a comparacao das
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médias dos tratamentos, foi empregado o teste de Tukey, usando o software
estatistico SAS 9.3.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Processo de Ultrafiltracao

4.1.1. Compactacao das membranas de UF

A compactacdo da membrana nova foi realizada como primeira etapa em
todos os experimentos de UF. Os perfis de fluxo de permeado de agua em funcéo
do tempo durante a compactacdo das membranas de 10 e 30 kDa sdo mostrados
na Figura 10. Nelas se observam que, em condi¢cdes de compactacao de 4,0 bar a
25°C, para a membrana de 30 kDa o fluxo de permeado inicial foi de 75,45 L.m™h’
! e teve uma reducdo no fluxo de permeado com agua de 6,34% até atingir as
condi¢cdes de fluxo estacionario, enquanto que com a de 10 kDa, o fluxo de
permeado da agua inicial foi de 63,49 L.m?h™ e teve uma reducéo no fluxo de
40,82% até o inicio do estado estacionario. Esse comportamento observado é
tipico na compactacdo das membranas. A maior independéncia do fluxo do
permeado com o tempo da membrana de 30 kDa, pode indicar uma maior
estabilidade mecéanica da membrana quando comparado com a membrana de
10 kDa (Cheryan, 1998).
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Figura 10. Fluxo de permeado de dgua em funcdo da compactacdo
das membranas de 10 e 30 kDa a 4,0 bar e 25°C.

4.1.2. Permeabilidade das membranas

ApOs a compactacdo das membranas, com o intuito de estimar a
permeabilidade hidraulica de &gua na membrana nova (L,;) (L.m?h™*kPa™),

foram realizados experimentos para obter os valores de fluxo de permeado de
adgua em funcdo de diferentes valores de pressdo transmembrana (TMP), cujos
resultados sdo mostrados na Figura 11. Nela se observa que o comportamento do
fluxo permeado de agua em funcdo da presséo transmembrana foi linear para as
duas membranas. As permeabilidades hidraulicas para as membranas 10 e
30 kDa foram 10,96 e 20,52 L.m?.h™.bar?, respectivamente, sendo que a maior
permeabilidade é consequéncia do maior tamanho de poro. E muito importante
salientar que a permeabilidade hidraulica, segundo a equacao de Hagen-Poiseuille
depende de varios parametros, entre eles, a porosidade, espessura da membrana,
tortuosidade e tamanho do poro, e por tanto o valor de permeabilidade hidraulica é

caracteristica de cada membrana avaliada (Cheryan, 1986). Porém, Mulder (1996)
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menciona que a permeabilidade depende ndo s6 das caracteristicas da
membrana, tais como material e morfologia, mas também da dispersdo e da

temperatura de operagao.
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Figura 11. Fluxo de permeado de 4gua em funcéo da
pressao transmembrana (bar) a 25°C.

4.1.3. Estudo do comportamento de fluxo do extrato da casca de uva a

diferentes pressdes

Nas Figuras 12 e 13 séo apresentadas as curvas de fluxo de permeado do
extrato da casca de uva a diferentes pressdes para as duas membranas. Em
ambas figuras se observam que o fluxo de permeado aumentou com a pressao,
sendo que para pressdes maiores do que 2,5 bar esse aumento foi maior do que
para pressdes menores. Segundo Cheryan (1998), o aumento da pressao
transmembrana tende a incrementar o fluxo até a consolidacdo da camada de gel,
apos, o fluxo se torna independente da pressédo, apenas aumentando a espessura
ou a densidade da camada. Para fluidos que ndo contém componentes
causadores de colmatagem nas membranas, altas pressdes podem aumentar o

valor do fluxo permeado. Porém, nos casos em que se forma com facilidade a
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camada polarizada e o entupimento, o aumento na pressao resulta na
compactacao das particulas sobre a superficie da membrana. Isto leva a um fluxo
estavel ou até mesmo a reducdo do fluxo com o aumento da pressao, ja que
maiores pressfes podem levar a compactacdo e com isso reduzir os fluxos
permeados. Assim, utilizando-se valores mais baixos de pressédo, tem-se um fluxo
inicial mais baixo, mas que é mantido com o tempo de filtracdo (Porter, 1990).
Segundo Cheryan e Alvarez (1995), este comportamento deve-se a consolidacao
da camada gel polarizada, que no caso do suco de uva se forma devido a pectina
presente, uma vez que a pectina tem um grande potencial para formar géis. Logo,
no processo de separacdo por membranas ocorre a formagdo da camada gel
sobre a membrana, que € comprimida pela pressao resultando em diminuicdo dos
valores de fluxos permeados.

Também nas figuras se observam que em todas as pressoes
transmembrana usadas, a presenca de dois periodos bem definidos, uma de
gueda do fluxo e uma outra estacionaria. No periodo inicial a membrana fica
exposta as macromoléculas que podem estar presentes no extrato da uva tais
como proteinas, carboidratos (glicose, fructose, pectina) e lipideos (acidos
graxos), moléculas que podem ser rapidamente adsorvidas na superficie das
membranas ou no interior dos poros (Carneiro et al., 2002). O acumulo dessas
moléculas na superficie da membrana gera um gradiente de concentracdo que
pode favorecer inicialmente a polarizacdo por concentracdo e provocar a retro-
difusdo das moléculas em direcdo ao fluido circulante, até atingir o estado quase-
estacionario (Marshall e Daufin, 1995). Assim, a reducdo do fluxo permeado é
devido a polarizac&do por concentracdo, a incrustacéo e/ou bloqueio dos poros da
membrana (Carneiro et al., 2002). Segundo Habert et al. (2006) na operacao de
escoamento tangencial sdo comuns a queda inicial nos valores de J, com
posterior tendéncia ao fluxo constante no decorrer do processo, que NOSsSo caso 0

fluxo de permeado constante foi atingido na maioria dos casos apés 240 minutos.
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(Nigam et al. 2008) mencionam que a diminuicdo inicial do fluxo é
decorrente da polarizacdo por concentracdo, geralmente inevitavel nos processos
com membranas, e apés um determinado periodo de tempo, a queda do fluxo
deve-se ao depdésito de particulas sobre a membrana. (Aydiner , 2010) destaca
que a reducao no fluxo de permeado esta associada ndo somente a concentracdo
da solucdo de alimentacdo, mas também ao processo de bloqueio de poros,
interno e externo, da membrana.

Os dados de fluxo de permeado no estado estacionario em funcdo da
pressdo (Figura 14) foram usados com o intuito de verificar se as interacfes da
superficie com o extrato de alimentacdo, apresentavam ou ndo valores de fluxo
limite. Durante o processo de separacédo, o fluxo aumenta com a pressédo até um
limite maximo denominado de fluxo limite, o qual depende da composi¢cdo da
alimentacdo e, mesmo que nao ocorra a colmatagcao por adsor¢cao ou entupimento
dos poros, havera a polarizagdo por concentracdo, com a consequente queda no
fluxo e a perda de comportamento linear entre o fluxo de permeado e a pressao
aplicada. Neste caso, foram realizados experimentos adicionais para observar o
comportamento do fluxo de permeado a diferentes pressdes, de 1,0 bar até 3,5
bar.

Para o processo de separagcdo por membranas, de forma geral, um
aumento no fluxo de permeado € atingido com um aumento da presséo
transmembrana; neste modelo, o fluxo é diretamente proporcional a pressao
transmembrana, considerando que as caracteristicas da membrana ndo sao
alteradas, uma mudanca no fluxo de permeado em uma determinada pressao
ocorre devido a alteracéo da viscosidade, que é influenciada pela acumulacdo de
sélidos e pela temperatura onde se origina uma maior concentracdo das espécies
retidas proximo a superficie da membrana até que uma diminui¢do no fluxo atinge
o seu valor limite (Campos et al., 2013). Porém a medida que a pressdao aumenta
o fluxo de permeado deixa de ser linear e tende a diminuir sua ascenséo até se
estabilizar. A consequéncia é que o fluxo de permeado permanece inalterado com
0 aumento da pressdo. Este fendmeno ocorre devido a polarizagdo por

concentracdo que se forma na superficie da membrana. (Campos et al, 2013)
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Figura 14. Efeito da presséao no fluxo de permeado do extrato de casca de
uva bordd no estado estacionario a 25°C nas membranas de 10
e 30 kDa.

Na Figura 14, na membrana de 10 kDa, se observa que para pressoes
maiores do que 2,5 bar ndo apresentou mais linearidade entre o fluxo de
permeado e a pressdo aplicada, porém néo foi possivel verificar a existéncia de
fluxo limite, ja que nao foi possivel de verificar o0 estado estacionario para pressdes
maiores do que 3,5 bar, devida as limitagcdes operacionais do equipamento. Sendo
assim, foi definido realizar os experimentos de UF na membrana de 10 kDa com
condicBes de funcionamento de 3,5 bar. Na membrana de 30 kDa evidenciou o
aumento do fluxo de permeado, e nas condicbes de pressdo empregadas, nao
apresentou tendéncia a independéncia do fluxo com respeito a pressao
transmembrana, mostrando assim que o fluxo limite ndo foi atingido, sendo
escolhida também a presséo de 3,5 bar como pressédo de operacao, protegendo a
membrana dos fatores que afetam o desempenho dela como fouling e polarizacéo

por concentragao.
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4.1.4. Estudo do comportamento de fluxo do extrato da casca de uva a

diferentes temperaturas

Nas Figuras 15 e 16 sdo mostrados o comportamento do fluxo de permeado
com a mudanga da temperatura a pressao de 3,5 bar, e em todas elas também se
observaram os dois periodos, um de diminuicdo do fluxo e um outro de estado

estacionario.

(Barros et al., 2002), (Carneiro et al. 2002), (Jegatheesan et al., 2009) e
Cassano et al. (2010), no estudo de clarificagdo por UF dos sucos de abacaxi e
acerola, abacaxi, caldo de cana e pera, respectivamente, também descreveram
comportamento do fluxo permeado similar ao nosso trabalho, com a ocorréncia da
gueda de fluxo no inicio e ap0s uma taxa praticamente constante, com valores de
fluxo diferentes em cada caso, até o final do experimento, correspondendo a etapa
de consolidacéo da incrustacao. (Jiraratananon et al., 1997) afirma que moléculas
celulésicas presentes na maioria das frutas sdo longas e rigidas e tem tendéncia
de formar agregados com outras macromoléculas via pontes de hidrogénio.
Segundo (Kuberkar et al., 2000), a presenca de particulas grandes causam a
formacdo de uma camada que serve como uma segunda membrana que age
como um filtro e removem muitas das pequenas particulas antes que elas
alcancem a superficie da membrana, porém algumas chegam a superficie da
membrana, causando uma resisténcia extra a permeacao, e quando sob presséo,
essas pequenas particulas ndo atravessam a membrana, ocasionando um
pequeno aumento do fluxo com a presséao, até que estas particulas ndo consigam
mais permear a camada secundaria, quando entdo o efeito da pressado deixa de
existir.

Na membrana de 10 kDa, o fluxo de permeado no estado estacionario
aumentou de 1,75 L.m?h* a 2,6 L.m?h* com a temperatura, e esse fenémeno
pode ser atribuido a que a pressédo constante, com o aumento da temperatura a
densidade e viscosidade do fluido diminuem, com o consequente aumento do

fluxo (Cheryan, 1998). Os valores de viscosidade no retido na membrana de
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10 kDa foram de 1,35 mPa-s a 25°C, 1,30 a 35°C, e de 1,20 mPa-s a 45°C.
Cassano (2008) no estudo de UF de extrato de bagaco de uva com membrana de
100 kDa também observou o aumento em 52% no fluxo no estado estacionario,
guando a temperatura aumento de 15 para 39°C.
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Fig. 15. Efeito da temperatura no fluxo do permeado do extrato de
casca de uva na membrana de 10 kDa a 3,5 bar.
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Fig. 16. Efeito da temperatura no fluxo do permeado do extrato de
casca de uva na membrana de 30 kDa a 3,5 bar.

Na membrana de 30 kDa, os valores de fluxo de permeado em condi¢des
estacionarias foram de 2,7, 3,8 e 3,7 L. m?%h™ a 25, 35 e 45°C, respectivamente. O
fluxo de permeado aumentou ao aumentar a temperatura de 25°C a 35°C, mas
guando a temperatura mudou de 35°C para 45°C o valor de fluxo de permeado
teve uma ligera queda com respeito ao fluxo a 35°C. Essa queda no fluxo de
permeado ao aumentar a temperatura a 45°C, pode ser devido a que em meios
menos Vviscosos as particulas sdo carregadas mais facilmente pelo suco (os
valores de viscosidade no retido foram de 1,36, 1,34 e 1,27 mPa-s a 25°C, 35°C, e
45°C, respectivamente, sendo que com o aumento da temperatura diminuiu a
viscosidade do meio), e com o aumento do tamanho dos poros, facilita o ingresso
dessas particulas a través dos poros, resultando no fechamento destes e
consequente reducdo de fluxo. De acordo com o modelo Hagen-Poiseuille, o
aumento da temperatura resulta num aumento de fluxo, mas em algumas
suspensfes poderia resultar num decréscimo do fluxo devido ao decréscimo da

solubilidade de alguns componentes e a precipitacdo dos sais insoluveis e, desse
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modo, agravar o fouling e o deterioro da membrana, com a consequente reducao
do fluxo do permeado (Cheryan, 1986). Em alguns sistemas biolégicos pode
acontecer que por causa do aumento da temperatura podem existir desnaturacao
das proteinas e outros danos, como exemplo mudancas na estrutura da
membrana que podem resultar em declinio do fluxo, principalmente devido ao
fouling (Cheryan, 1986). (Maubois, 1980) também reportou que na UF do soro de
leite, que com o0 aumento da temperatura o fluxo de permeado diminuiu, devido a
diminuicdo da solubilidade de componentes de alimentacdo em altas
temperaturas. (Goosen et al.,2002) reportou que a porosidade das membranas de
polisulfona podem ser muito sensiveis a mudangas da temperatura da solugéo de
alimentacdo. (De Barros et al., 2013), (Watkinson e Wilson, 1997) afirmam que a
temperatura é uma varidvel muito importante e que influencia no aparecimento do
fouling da membrana, pois dependendo dos componentes da solucdo de
alimentacdo poderia mudar as caracteristicas do fluido chegando a produzir
depdsitos. (Jiraratananon et al.,1996) também reportaram que no suco de
maracuja, os resultados mostraram que o fluxo aumentou com a temperatura de
30 para 40°C, e decresceu a 50°C.

Analisando esses resultados e tendo em consideragcéo a degradacéo dos
compostos fendlicos por causa do aumento da temperatura e 0s custos de energia
para operar com maiores temperaturas, foi definido como parametros de

separacao por UF 25°C e 3,5 bar.

4.1.5. Determinacdo de Fouling e eficiéncia da limpeza quimica

As Figuras 17 e 18, mostram os fluxos de permeado em fungéo da pressao,
na membrana apés UF do extrato e apds da limpeza quimica nas membranas de
10 e 30 kDa a 25°C. A partir desses dados foi obtida a permeabilidade da
membrana usando a inclinacdo da reta do fluxo de permeado em funcdo da
pressdo transmembrana, resultando em valores de permeabilidades, na
membrana de 10 kDa, de 1,80 L.m?%.hbar’ (apés UF do extrato), e de 10,56 L.m’



63

2h'bar! (apés limpeza quimica). Na membrana de 30 kDa as permeabilidades
foram de 2,14 e 17,4 L.m™?.h™*bar?, para a membrana apés UF do extrato e ap6s

limpeza quimica, respectivamente.

Os resultados de permeabilidade apos limpeza quimica da membrana,
foram menores que as da membrana nova (10,96 e 20,52 L.m™?.h™*bar™ para 10 e
30 kDa, respectivamente), entretanto, os resultados indicam que houve uma alta
recuperacdo do fluxo de agua das membranas apés a limpeza quimica. Entre os
fatores que propiciaram a que as membranas ndo fossem recuperadas
completamente, estdo o fouling ndo reversivel, eficiéncia no procedimento de
limpeza quimica, produtos de limpeza usados e tempo de vida da membrana. Com
os valores de permeabilidade de membrana obtidos, foi possivel calcular a

recuperacao da membrana, o fouling e a polarizacdo por concentracao.
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Figura 17. Fluxo de permeado em fung¢do da pressdo, na membrana de 10 kDa,
apos UF do extrato (0) e apos da limpeza quimica (v ) a 25°C.
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Figura 18. Fluxo de permeado em funcéo da pressao, na membrana de 30 kDa,
apos UF do extrato (0) e ap6s da limpeza quimica (v ) a 25°C.

A Tabela 1, mostra as porcentagens de recuperacdo e de fouling nas
membranas para as trés temperaturas estudadas. Os resultados indicam que a
membrana de 30 kDa foi a que teve maior recuperacao (89,4%) a 35°C, apos a
limpeza quimica. Porém, a 25°C foi possivel verificar uma boa recuperacédo nas
duas membranas, mostrando que efeitos como polarizacdo por concentracdo ou
fouling reversivel foram possiveis de serem removidos mediante limpeza quimica.
Segundo (Wiley, 2010), a polarizagdo por concentracdo ocasiona o0 acumulo de
particulas ou solutos, formando uma camada limite a transferéncia de massa
adjacente a superficie da membrana, sendo esse fendmeno inevitavel, mas pode
ser reversivel por meio de limpeza quimica da membrana. (Rodrigues et al., 2003)
avaliaram parametros de ultrafiltracdo de suco de banana em membranas
poliestersulfona de 10 e 30 kDa e constataram que a limpeza quimica da
membrana, permitiu a recuperagao do fluxo permeado inicial num 75%, sendo um

indicativo da possibilidade de reutilizagdo da membrana.
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Quanto ao fouling teve valores maiores do que 80%, para ambas

membranas e para todas as condic¢des.

Tabela 1. Valores calculados de Fouling (%) e de recuperacao (%) da
membrana a diferentes temperaturas

Membrana 10 kDa Membrana 30 kDa
Temperatura % %
(°C) % Fouling Recuperagao % Fouling Recuperagao
25 85,9 63,1 89,6 80,9
35 82,3 19,6 82,3 89,4
45 80,3 20,6 88,6 54,5

O fouling pode-se apresentar devido a adsorcao, bloqueio dos poros, e na
deposicao de camada de particulas na superficie da membrana, ocasionando uma
resisténcia hidraulica ou formacdo de gel, e por causa de alguns tipos de
macromoléculas, a polarizagdo por concentragdo pode gerar um gel nas
vizinhancas da superficie da membrana, assim o fouling externo pode ser
reversivel (formacdo de camada por deposicdo de solidos suspensos e a
precipitacdo de sais e componentes da solucdo de alimentacdo na superficie da
membrana) ou o interno (tamponamento dos poros com o0s sdlidos que se
depositam sobre a membrana) que é irreversivel. Assim, a recuperacdo do valor
de fluxo de permeado que foi perdido por causa do fouling e polarizagdo por
concentracdo sO ocorre com a limpeza quimica (Cheryan, 1998) ou pela troca da
membrana. Borsi et al. (2012) também afirmam que o fouling organico esta
associado a reducdo de permeabilidade causada pelo acimulo de compostos
organicos dissolvidos ou coloidais na superficie da membrana, e que os elevados
percentuais de fouling, mesmo a baixas pressbes, pode ser devido a
hidrofobicidade da membrana, o qual apresenta significativa tendéncia a adsorcéo

na superficie, provocando a formacédo da camada de torta.

Segundo (Cheryan, 1986) se a formacédo de soélidos sobre a membrana é
significativa, este pode atuar como uma membrana secundaria e mudar a

permeacdo e as propriedades de transporte do sistema. O fouling, no caso do
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suco de frutas, pode ser causado pela pectina, taninos, proteinas, amido,

hemicelulose e celulose (Carneiro et al., 2002).

Os fatores que afetam o fluxo de permeado na UF estdo fortemente
influenciados pela natureza quimica da membrana e suas interagdes membrana-
soluto, superficie quimica-soluto, soluto-soluto sdo tanto como as condi¢bes de
operacdo do equipamento (Cheryan, 1986). No caso do presente estudo, quanto
as condicbes de operacdo houve limitantes como valores limites de presséo
transmenbrana de 3,5 bar, baixa velocidade tangencial de 0,54 m.s™ e a area
pequena de membrana. A velocidade tangencial ao modulo promove a turbuléncia
préxima a membrana necessaria para arrastrar as particulas soélidas que
tenderiam a se depositar sobre a superficie da membrana e reduzir os efeitos de
polarizacé&o por concentracdo. (Cheryan, 1986) explica que a mais efetiva forma
de minimizar o fouling e os fatores que afetam o fluxo de permeado depende da
natureza da solucdo de alimentacdo e o tratamento feito antes do PSM, o
equipamento usado nos experimentos deste estudo possui um prefiltro de
tamanho de poro do filtro de 5um, o0 que ajuda a proteger a membrana reduzindo a
guantidade de sdlidos suspensos. (Cheryan, 1986) também relata que é
importante a apropriada manipulacdo das condi¢cdes de operagdo tais como
temperatura, velocidade de alimentacdo e pressao, e controlando essas variaveis,
pode-se minimizar os efeitos que afetam o desempenho da membrana tais como

fouling e polarizagéo por concentracao.

4.1.6. Andalise das resisténcias ao fluxo durante a UF do extrato de casca de

uva

As Figura 19 e 20 mostram a influéncia da presséo sobre as resisténcias
total, membrana, fouling e polarizacdo por concentracdo. A maior resisténcia
encontrada foi a da polarizagdo por concentracdo. Com a elevacdo da pressao
aumenta o fluxo de permeado. No entanto, 0 aumento de fluxo com a pressao nao

€ exatamente linear, devido a existéncia das resisténcias de polarizacdo de
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concentracdo e a deposicdo de material na superficie da membrana, e com o
tempo, a elevacdo da PTM pode trazer como consequéncia o declinio de fluxo,
devido ao acumulo de material na superficie da membrana e aos mecanismos de
bloqueio dos poros (Chakrabarty et al., 2008).
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Figura 19. Influéncia da pressao transmembrana sobre as resisténcias total
(R), membrana (Rn), fouling (Rf), e polarizacdo por
concentracao (R;) na membrana de 10 kDa a 25°C.



68

2,5e+14

2,0e+14 o

1,5e+14 4

1,0e+14 4

Resistencia (m™)

5,0e+13 -

o c O o - BNe) OO
0.0 -———Vv -y -y -y
[¢] 1 2 3 4

Presao transmembrana (bar)

Figura 20. Influéncia da presséo transmembrana sobre as resisténcias total
(Ry), membrana (Ry), fouling (Ry), e polarizacdo por concentracéao (R;) na
membrana de 30 kDa a 25°C.

A Tabela 2 mostra a contribuicdo de cada uma das resisténcias no total,
considerando o modelo de resisténcias em série. Nela se observa que a maior
contribuicdo foi dada pela resisténcia a polarizagdo por concentracdo (de 60 a
90%), enquanto que a resisténcia ao fouling foi a menor (de entre 1 a 16%).
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Tabela 2. Contribuicdo de cada resisténcia com respeito a resisténcia total nas
membranas de 10 e 30 kDa a 25 °C (velocidade tangencial de 0,54 m.s™, e vazao

de 125 L.hh)
Membrana Membrana
10 kDa 30 kDa

Pressdo (bar) Rm/Rt (%) Rf/Rt(%) Rc/Rt(%) Rm/Rt (%) Rf/Rt(%) Rc/Rt (%)

1,0 9,2 1,1 89,6 37,6 9,7 62,4
1,5 12,7 2,9 84,2 17,2 2,7 82,8
2,0 11,1 2,1 87,0 16,3 7,2 83,9
2,5 10,1 2,4 87,6 15,3 1,6 85,0
3,0 15,9 2,8 80,7 16,7 1,9 83,1
3,5 16,5 2,9 80,5 14,0 15,2 86,0

Rm: Resistencia da membrana nova; Rt: Resistencia total; Rf: Resistencia ao fouling; Rc: Resistencia
a polarizac¢éo por concentragdo

O predominio da polarizacdo por concentracdo € caracteristico em sucos de
frutas, que sao constituidos principalmente de compostos polissacarideos da
parede celular, tais como lignina, pectina, celulose e hemicelulose (Ryu et al.,
1986). A turbidez no extrato de uva ocorre devido a presenca de substancias em
suspensdo neles contidos, tais como lipidios, amido, celulose, taninos e
principalmente pectinas (Campos et al.,, 2013). Nos experimentos do presente
trabalho, foram usados como etapas preliminares a ultrafiltracdo, pré filtros de
11uym (papel filtro Whatman n°l) e o micro filtro de 5 pm instalado no
equipamento) que aproximadamente separa particulas maiores a 500 kD, com o
intuito de preservar a eficiéncia da membrana, minimizando a formacédo de
camada de torta e a polarizacdo por concentracdo, pelo que, tendo em conta os
tamanhos das particulas das substancias contidas no extrato e os tamanhos dos

prefiltros € possivel separar nos prefiltros amidos e celulose. (Borges, 1998)

Na Ultrafiltracdo € possivel separar macromoléculas presentes, com
massas molares maiores do que 10 kDa ou 30 kDa dependendo da membrana
usada, sendo que as sustancias pécticas da uva tem massas molares entre 130 a
200 kDa, e as proteinas na uva entre 21 e 23 kDa (Togores, 2011), estas ultimas
poderiam ser separadas com a membrana de 10kDa, mas ndo com a membrana
de 30kDa. No entanto, particulas de compostos fendlicos tais como taninos (500-
3kDa), Catequinas (0,29 kDa), resveratrol (0,22kDa), acido galico (0,30 kDa),
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acido elagico (0,30 kDa) e Quercetina (0,30kDa) (cujos valores de massas
molares, em média, foram obtidos de (Pubchem, 2016) todos eles passariam

através dos poros das duas membranas.

Dependendo da distribuicdo do tamanho das particulas do produto a ser
ultrafiltrado e dos poros da membrana pode ocorrer um bloqueio completo ou
parcial destes, com consequente formacdo de uma camada secundéria, que
passa, entdo, a constituir o proprio meio filtrante, limitanto assim o passo das
particulas de compostos de menor tamanho. Esses mecanismos influem
diretamente no fluxo de permeado da membrana. (Campos et al., 2013) No caso
do extrato da casca da uva, a presenca de pectinas favorecem a formacédo de
camada gel polarizada, pois a pectina possui um grande potencial de formacéo de
géis (De Barros, 2013), e a pHs menores do que 3,5 a tendéncia a formar géis é
maior. NOS nossos experimentos, 0 extrato apresentou valores de pH menores do

gue 2,84, como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. pH de amostras de extrato de casca de uva Bordd em cada
etapa da ultrafiltracdo com diferentes membranas.

AMOSTRA MEDIA +DESVIO
EXTRATO 2,767 £ 0,005
RETIDO 2’837 ; 0'005
PERMEADO 2,837+ 0,005

O fouling reversivel, se caracteriza pela recuperacéo do fluxo permeado da
membrana apds operacdo de limpeza quimica da mesma, enquanto que o
irreversivel se apresenta de forma permanente pois causa mudancas na estrutura
da membrana e ndo permite a recuperacao de fluxo de agua (Maartens et al.,
2002). Assim, o fouling de 1-16%, pode corresponder somente a componente do
fouling irreversivel, que nado foi possivel recuperar com a limpeza quimica da
membrana. Na ultrafiltracdo de suco de kiwi hidrolisado enzimaticamente,
(Cassano et al., 2003) encontrou que a fracdo reversivel da resisténcia pelo
fouling foi 29,4% da resisténcia total, enquanto que a fracéo irreversivel do fouling
foi 2,75%.
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(Habert et al., 2006), menciona que a polarizacdo por concentragcdo € um
fendbmeno reversivel e que ocorre nos primeiros minutos de filtragdo, onde ira
acontecer a formacao de um perfil de concentracdo perpendicular a superficie da
membrana, resultando no aumento da concentracdo das espécies retidas
proximos a superficie da membrana. O estabelecimento de um gradiente de

concentracdo provoca uma resisténcia adicional a transferéncia de massa,

levando a diminuicao do fluxo permeado.

As Figuras 21 e 22 mostram a influéncia da temperatura sobre todas as
resisténcias. Observa-se em ambas membranas que a resisténcia a polarizacao
por concentracdo também predomina sobre as outras resisténcias, sendo esta a
causa principal do declinio no fluxo de permeado. Em ambas membranas, em
geral, as resisténcias diminuem com o aumento da 25 para 35 °C, devido a que
com o aumento da temperatura diminui a viscosidade da solugdo aumentando o
fluxo de permeado. Porém na membrana de 30 kDa, o0 aumento da temperatura de
35 para 45 °C, provocou 0 aumento das resisténcias. Nesse caso, 0 efeito da
temperatura pode ter ocasionado a desnaturacdo e/ou precipitacdo de moléculas
como das proteinas bloqueando completa ou parcialmente e a consequente
formacdo de uma camada secundaria, que passa a constituir como um outro meio
filtrante agindo em série. Esses mecanismos influem diretamente no fluxo de
permeado da membrana e dessa forma é gerada uma resisténcia (Barros et al.,
2002)
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Figura 21. Efeito da Temperatura sobre as resisténcias as resisténcias total (Ry),
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Figura 22. Efeito da Temperatura sobre as resisténcias as resisténcias total (Ry),
membrana (Ry,), fouling (Rs), e polarizacéo por concentracédo (R.) ha Membrana de
30 kDa a 3,5 bar.
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4.1.7. Andlises fisico-quimicos dos extratos, retidos e permeados dos
processos de UF

41.7.1. Viscosidade

As Figuras 23 e 24 mostram os valores de viscosidade nas diversas
condicdes de separagdo. Na membrana de 10 KDa as maiores viscosidades
corresponderam ao extrato a 25°C e 35°C de 1,42 e 1,41 mPa.s respectivamente,
enquanto que para a membrana de 30 kDa, correspondeu ao extrato e ao retido a
25°C, de 1,36 mPa.s e 1.37 mPa.s. Brunetti (2008) menciona que a viscosidade
dindmica é diretamente proporcional a forca de atracdo entre as moléculas. Com o
aumento da temperatura, a forgca de atracdo diminui, diminuindo também a
viscosidade dindmica, e essa reducdo € atribuida ao aumento das distancias
intermoleculares provocadas durante o aquecimento. Cassano et al (2007) no
estudo da ultra filtracdo de suco de kiwi obteve valores de viscosidade 1,455
(extrato), 1,451 (retido) e 1,427 mPa.s (permeado), apresentando um

comportamento similar aos nossos resultados.
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Figura 23. Viscosidades (mPa.s) no extrato, retido e permeado na separac¢ao por
UF na membrana de 10 kDa a 25, 35 e 45°C. EX: Extrato, RE: Retido, PE:
Permeado
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Figura 24. Viscosidade (mPa.s) no extrato, retido e permeado na separacao por
UF na membrana de 30 kDa a 25, 35 e 45°C. EX: Extrato, RE: Retido, PE:
Permeado

4.1.7.2. Conteudo de polifenois totais

A Figura 25 apresenta a concentragdo de polifenois totais (mg Acido gélico
(GA)/g amostra seca) obtidas no extrato, retido e permeado usando a membrana
de 10 kDa. Os maiores teores de polifenois foram obtidos a 25 °C no extrato e no
retido, com valores de 10,89 e 7,84 mgGA/g amostra seca, valores menores ao
encontrado para o extrato de casca de uva bordd por (Kuck et al., 2016) que foi de
26,26 mgGA/g amostra seca sendo que eles usaram diluicdo da casca em
proporcdo (m/v) 1:3 e nosso estudo foi de 1:4. No entanto, (Pereira et al., 2011)
reportou teores de polifenois em cascas de uva nas variedades Isabel (2,46
mgGA/g amostra seca), Niagara (2,22 mgGA/g amostra seca), Benitaka (1,43
mgGA/g amostra seca) e Brasil (1,59 mgGA/g amostra seca). (Soares et al., 2008)
reportou valores proximos de 1,93 mgGA/g amostra seca utilizando acetona como
solvente em diferentes concentragcbes de extratos de casca de uvas Isabel e
Niagara. (Souza et al., 2014) estudando o bagaco da uva seco por pulverizacao
encontraram valores para compostos fendlicos entre 16,7 a 52 mgGA/g amostra

Seca.



75

Na figura 25 também se observa que as concentracdes de polifenois totais
no extrato foram maiores do que no retido e do que no permeado. No retido, o
aumento da temperatura de 25 a 35°C diminuiu significativamente a concentracao
de polifenois, e no permeado as concentragdes foram significativamente menores
gue no retido.

Na Figura 26 também é mostrada a concentracdo dos polifenois totais nos
experimentos realizados na membrana de 30 kDa, onde assim como na
membrana de 10 kDa, verifica-se que as concentracdes no extrato foram maiores
do que no retido e do que no permeado. No retido se observa que com o0 aumento
da temperatura de 25 para 35 °C aumentou a concentracdo de polifenois, e no

permeado a temperatura nao teve influéncia na concentracdo dos polifenois totais.
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Figura 25. Resultados concentracdo de polifenois (mg GA/g de amostra seca) no
extrato, retido e permeado na UF a 25, 35 e 45°C na membrana de 10 kDa.
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Figura 26. Resultados concentracdo de polifenois (mg GA/g amostra seca) no
extrato, retido e permeado na UF a 25, 35 e 45°C na membrana de 30 kDa.

O aumento da temperatura de 25 a 35°C na membrana de 30 kDa
influenciou significativamente no aumento da concentracdo de polifenois no retido.
Ja no extrato e permeado ndo houve mudancas significativas na concentracdo de
polifenois influenciado pelo aumento da temperatura. Foi observado que durante o
processo de ultrafiltracdo a concentracdo de polifenois foi maior do que no
permeado, também evidenciado na Rgys (%) de polifenois totais e Rgps(%) de
flavonoides com valores maiores do que 79%. A concentracdo no permeado foi

muito baixa com respeito ao retido e o extrato.

Leidens et al. (2011) estudaram a separagéo de antocianinas do bagaco de
uva mediante ultrafiltracdo com membranas PES de 10, 30 e 50 kDa, sendo que
as membranas de 10 e de 30 kDa néo foram adequadas para o fracionamento das
antocianinas, ja que as concentracfes obtidas no permeado foram muito baixas.
Zagklis et al. (2015) purificaram compostos fendlicos de uvas marc merlot, obtidas
mediante extragcdo com solventes, usando ultrafiltracdo a 1,0 bar e nanofiltracao a

10 bar, obtendo uma redugéo da concentracdo de 35% e 95% nos compostos
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fendlicos, em relacéo entre o permeado e extrato inicial, durante o processo na UF

e na NF, respectivamente.

4.1.7.3. Flavonoides

As concentragdes de flavonoides dos extratos na membrana de 10 kDa
foram de 2,51, 2,30 e 2,45 mg de catequinas/g de amostra seca a 25, 35 e 45 °C,
respectivamente. Katalinic” et al. (2010) estudaram a composicdo fendlica,
propriedade antioxidante e atividade antimicrobiana usando extracao
convencional etanol/agua, a 60 °C por 60 minutos de casca de uva branca e
vermelha de 14 espécies de variedades de vitis vinifera na Croacia, obtendo
resultados de polifenois de 0,875 mgGA/g para uva branca e 1,85 mgGA/g para
uva vermelha e conteudo de flavonoides de 0,47 mg equivalentes catequinas
(CE)/g para uva branca e 0,77 mg equivalentes catequinas (CE)/g para uva
vermelha. Valores superiores (0,98 a 3,02 mg catequina/g) foram encontrados por
Liu et al. (2009) estudando 14 variedades de uvas cultivadas em Nova York (Vitis
vinifera). Casagrande (2014) reportou para o extrato do bagaco de uva bordd
teores de flavonoides de 2,40 mg quercitina/g, para o bagaco do suco, e de 1,40
mg quercitina/g para o bagaco do vinho. Essas diferencas encontradas em relacao
a outros estudos podem ser devido ao meéetodo de extracdo utilizado, as

variedades, assim como ao método de cultivo.

Nas Figuras 27 e 28 se apresentam os teores de flavonoides na UF para as
duas membranas. Os teores foram significativamente maiores no retido do que no
permeado em todos os casos. Também verifica-se que a temperatura nao

influenciou significativamente na separagao no extrato e no permeado.



78

3,0

HH o
——i

<

(&)

Q

)]

®

22,51 a

S T

£ T

B 20 b

g Il

= I

L 151 T

8 ' T T

= 1

=

= 1,0

g d d d

=) + =

—~ —=—

% 0,5 -

@)

>

<

|

LL 0,0 T T T T T T T T T
‘bqf;o %go ’bbf)oo 'bgo 0630 %6) ’brf;o "()rb(ooo ‘?)b‘boo
O O O O QO \S) O O O

O oY oY oY oY oY oY oY of

Figura 27. Concentracdo de flavonoides (mg CAT/g amostra seca) no extrato,
retido e permeado na UF a 25, 35 e 45°C na membrana de 10 kDa. EXT: Extrato,
RET: Retido, PER: Permeado.
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Figura 28. Concentracédo de flavonoides (mg CAT/g amostra seca) no extrato,
retido e permeado na UF a 25, 35 e 45°C na membrana de 30 kDa. EXT: Extrato,
RET: Retido, PER: Permeado.

Os resultados de retencdo observada de flavonoides na membrana de
10 kDa foram de 75,30, 66,96 e 70,20 % a 25, 35 e 45 °C, respectivamente. Na
membrana de 30 kDa as retencdes foram de 79,20, 78,73 e de 79,74 %, a 25, 35
e 45 °C, respectivamente, mostrando assim a seletividade da membrana para
esses compostos.

E importante indicar que durante o processo de separacéo por UF, deve ter
havido perdas devido a exposicdo ao oxigénio que causam degradacdo dos

polifenois e flavonoides.
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4.1.7.4. Fator de concentracdo volumétrico e Retencéo observada

Os resultados obtidos do fator de concentracéo volumétrico (FCV) foram de 1,5
e 1,18 para a membranas de 10 e 30 kDa, tendo um percentual de reducéo de
volume em um 13% para a membrana de 10 kDa e de 15% para a membrana de
30 kDa.

O FCV é um parametro importante de analise de dados, pois esta diretamente
associado ao fluxo de permeado, isto €, a medida que a solugédo é concentrada o
fluxo de permeado diminui. No processo de concentracdo de um componente
através da membrana, a concentracdo de um soluto varia em fungdo da reducao
de volume e da retencdo observada do soluto pela membrana (Rops) (Tabela 4),
gue para este trabalho foi calculada com as concentracdes de polifenois totais e

flavonoides.

Tabela 4. Retencéo observada de flavonoides e polifenois totais expresos em
percentagem (%)

% R,ps Flavonoides % R,ps Polifenois
Temperatura °C 10 kDA 30 kDa 10 kDa 30 kDa
25 75,30 79,20 76,95 84,79
35 66,96 78,73 79,69 85,30
45 70,20 79,74 71,49 78,25

Nela se verifica uma alta retengdo da membrana frente aos polifenois no
extrato. A Rops € a capacidade seletiva da membrana em relagdo a uma dada
espécie, no caso do extrato de casca de uva bordo foi analisado com respeito a
polifenois totais e flavonoides. A capacidade seletiva de membranas porosas €
dependente da relacdo entre o tamanho das espécies presentes na solucdo de
alimentacédo e o tamanho dos poros da membrana, da afinidade dessas espécies
com o material da membrana e a difusdo das mesmas atraves da membrana
(Carvalho et al., 2014).
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Analisando os resultados das varidveis estudadas para os processos das
duas membranas de 10 e 30 kDa tais como fluxo de permeado, resisténcias,
fouling, retenc@o de compostos fendlicos no retido, concentracdo de polifenois nos
permeados, recuperacao da membrana, foi possivel determinar que a membrana
que apresenta melhores condi¢cfes para a ultrafiltracdo de casca de uva bordé é a
membrana de 10 kDa; tendo em conta que podem se fazer adequacdes ao

processo para melhorar os resultados.

4.1.7.5. Capacidade Antioxidante ABTS**

Os resultados obtidos na determinagédo da capacidade antioxidante pelo
método ABTS expressos em pmol Trolox equivalente/g amostra seca, para as
amostras de extrato e permeados recolhidos da ultrafiltracdo, podem ser

observados na Figura 29.
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Figura 29. Capacidade antioxidante pelo método ABTS para o extrato e
permeados das membranas de 10 e 30 kD. Temperatura: 25°C (umol de

Trolox equivalente/g de amostra seca).
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No extrato, o valor de capacidade antioxidante foi de 127,80 ymol/g amostra
seca. (Kuck et al., 2016) determinou a capacidade antioxidante de extrato aquoso
acidificado de casca de uva Bordd preparado em relacdo massal/volume 1:3 e
obteve um valor similar de 128,12 ymol/g amostra seca. No entanto, a atividade
antioxidante no permeado foi baixa comparada com a do extrato, com valores de
9,10 e 16,41 umol/g amostra seca para as membranas de 10 e 30 kDa,
respectivamente. Esses valores indicam que no permeado ndo se obteve uma boa
separacao e purificacdo dos compostos fendlicos, devido a diversos fatores tais
como baixas pressfes transmembrana, seletividade da membrana, baixo fluxo de
permeado, fouling, polarizagdo por concentracdo, entretanto de todos eles os trés
primeiros foram bastantes criticos no processo de separagdo. A correlacao entre
os teores dos compostos fendlicos e a capacidade antioxidante em equivalentes
de Trolox foi de 0,99 e de Flavonoides e capacidade antioxidante foi de 0,98.
Muitos trabalhos relacionam a capacidade antioxidante com o conteddo de
polifenois totais e as antocianinas (Frankel et al., 1995; Imeh et al., 2002; Pinelo et
al., 2004; Roberts et al., 2003; Sun et al., 2002; Ursini et al., 1996), e cada
componente fendlico pode contribuir de forma e proporcao diferente, sendo que as
amostras ricas em antocianinas apresentam maior capacidade antioxidante.
(Lucile et al., 2007) E importante considerar que a correlagdo nio depende s6 da
concentracdo e a qualidade antioxidante, também da sua interagcdo com outros
componentes e a metodologia aplicada para analise. (Jara-Palacios et al., 2014)
apresentaram valores de ABTS em variedades de cascas de uvas brancas da
Espanha na faixa de 225 a 594,2 umol Trolox equivalente/g; (Cataneo et al.,2008)
estudaram extratos de bagaco de uva Bordd Courderc em acetona obtendo
valores de 42,69 a 98,92 pmol Trolox equivalente/g. (Cataneo et al., 2008)
reportaram valores entre 347,88 a 463,46 pmol Trolox equivalente/g em bagaco de

uva escura da variedade Pinot Gris.
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4.2. Microencapsulacao do permeado do processo de UF

4.2.1. Anéalises Fisicas

Foi realizada secagem por atomizacdo do permeado obtido nos
experimentos de UF de extrato de uva Bordé com as membranas de 10 e 30 kDa
a 25 °C. Os experimentos foram conduzidos a 140°C e os materiais de parede

empregados foram goma Arabica 15% e polidextrose 15%.

As amostras em po resultantes apresentaram a forma de p6 fino e solto,

com cor de rosa claro.

A Tabela 5 apresenta os resultados das andlises fisicas realizadas a
microcapsulas. Para os teores de umidade, observa-se que houve diferenca
significativa na umidade ao mudar o material de parede na atomizacdo. Os teores
de umidade obtidos variaram de 3,29 e 3,90%. Resultados similares foram
encontrados por Moreira et al. (2007) para extratos de bagaco de acerola, secos
em spray dryer com diferentes porcentagens de encapsulante, com umidade
variando de 3,09 a 5,43%. Silva et al. (2013) em p6 de extrato de jaboticaba
obtiveram umidades de 2,11 a 5,31%. Kuck e Norefia (2016) realizaram a
microencapsulacdo do extrato de casca de uva Bordd usando goma arabica,
polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada, reportando valores para
umidade entre 2,41 e 2,47%. Valores similares foram encontrados por Valduga et
al. (2008) ao secar extrato de bagaco de uva Isabel em spray dryer com
maltodextrina e goma arabica com valores de umidade menores que 5% e
atividade de agua de 0,266.

Os valores de atividade de 4gua (a,,) das amostras variaram de 0,13 a 0,18,
estando abaixo do valor de 0,3 que garante 0 ndo crescimento de
microorganismos e retardo no escurecimento ndo enzimatico (Fennema, 1993).
Kuck et al (2016) analisaram atividade de agua em pos de extrato de casca de uva

bordé encontrando valores de atividade de agua entre 0,16 e 0,36.

A utilizacdo de temperaturas altas resulta em um maior gradiente de

temperaturas entre o produto e o ar de secagem, acarretando em uma maior
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transferéncia de calor, e consequentemente, uma maior evaporacdo de agua do

produto, ocasionando umidades mais baixas (Rattes e Oliveira, 2007).

Tabela 5. Analises das microcapsulas obtidas do processo de secagem por

atomizacao.
SOLUBILIDADE

AMOSTRA UMIDADE %MS % ATIVIDADE AGUA  HIGROSCOPICIDADE
PERMEADO 10 KDA

Goma Arébica (15%) 3,79 £0,47% 97,86 +2,722 0,15 %0,00? 15,50 +0,05"
Polidextrose (15%) 3,29 £0,17° 96,80 +3,17¢ 0,13 *0,00b 17,27 +0,162
PERMEADO 30 KDA

Goma Arébica (15%) 390 £0,64 99,20 +0,112 0,155 + 0,002 15,07 +0,38"
Polidextrose (15%) 361 £0,19° 99,60 +0,5562 0,182 +0,00° 16,78 +0,16°

MédiatDesvio Padrao. MS: matéria seca. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Ao analisar a solubilidade dos pds pode ser observado que ndo houve
diferenca significativa entre as mudangas de material de parede ou de membranas
sendo que os valores de solubilidade ficaram na faixa de 96,8 a 99,6%. Kuck et al
(2016) obtiveram valores similares na encapsulacdo com polidextrose, goma
arabica ou goma guar parcialmente hidrolisada de extrato de casca de uva bordo
com solubilidade entre 94,30 e 97,99%. Bernstein e Norefia (2015), na atomizacao
do extrato de repolho roxo usando temperaturas de 140 e 160°C, goma arabica e
polidextrose como material de parede, nas concentragcbes de 10 e 15%,
produziram pés com alta solubilidade em &gua, maiores que 98,85%, sendo a
goma arabica ligeiramente mais soluvel que a polidextrose. Cano-Chauca et al.
(2005) na atomizacdo de suco de manga, também obtiveram valores de
solubilidade acima de 90% para os pés produzidos com maltodextrina e goma

arabica.

BN

Quanto a higroscopicidade, o0s p6s com polidextrose foram
significativamente mais higroscopicos que os de Goma arabica. Rigon e Norefa
(2015) na secagem de extrato de amora preta por atomizacdo, nas temperaturas

de 140 e 160°C, usando goma Arabica e polidextrose em concentracdes de 10 e
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15%, obtiveram valores de higroscopicidade proximos de 15%. Kuck et al (2016)
encontraram valores de higroscopicidade entre 11,67 e 16,61% atomizando
extrato de casca de uva bordd, usando como materiais de parede polidextrose,
goma arabica e goma guar parcialmente hidrolisada.

4.2.2. Colorimetria

Os resultados das andlises de cor dos pds microencapsulados é mostrada
na Tabela 6. O parametro L*, que mede luminosidade de O (preto absoluto) a 100
(branco total), mostrou que o menor valor de L* significativo correspondeu ao
tratamento das amostras atomizadas com polidextrose, obtidas dos permeados da
membrana de 30 kDa, enquanto que os po6s obtidos com goma arabica e
permeados da membrana de 10 kDa apresentou o maior valor de L*. Também é
de indicar que a presenca do agente encapsulante resulta num aumento do
parametro L*, uma vez que ambos 0s materiais de parede apresentam cor branca
(92,46 e 93,69, para a goma Arabica e polidextrose, respectivamente) e, dessa
forma, diluem a coloracdo roxa caracteristica da uva (Quek et al., 2007; Caliskan e
Dirim, 2013). Um comportamento similar observou Bernstein et al (2015) ao avaliar
0 parametro L* em poOs de extratos de antocianinas de repolho roxo, onde o0s
valores de L* foram de 75,79 com 15% de goma arabica e de 73,32 com 15% de

polidextrose atomizados a 140°C.

Tabela 6. Parametros de cor CIELab, nas amostras encapsuladas do permeado
do extrato de uva obtido das membranas de 10 e 30 kDa.

Tratamento L* a* b* Chroma Hue (°)

P6 GA 10 kDa 86,02 *0,182 11,98 +0,16d -1,22 +0,02b 12,04 +0,16c 350,24 *0,10a
P6 GA 30 kDa 81,75 £0,04b 15,29 +0,19¢ -3,12 +0,05d 15,61 +£0,19b 355,16 =0,04a
P6 PD 10 kDa 82,00 *0,26b 17,52 +0,07b -0,67 +0,03a 17,53 +£0,07b 333,83 +1,07b
P6 PD 30 kDa 80,41 +0,40c 21,19 *0,18a -2,23 +0,05¢ 21,31 +0,18a 350,51 +0,14a

MédiatDesvio Padréo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo Teste de

Tukey
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Os parametos a* e b* apresentam diferencas significativas entre todos os
tratamentos. Eles indicam que as amostras possuem cores entre vermelho e o
azul. Quanto ao parametro de tonalidade Hue, os resultados também indicam que
as amostras se encontram no quarto quadrante do circulo cromatico de cores
(entre vermelho e o azul). Para o Chroma os pos obtidos com polidextrose foram

mais saturados.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir:

1.

Os perfis de fluxo de permeado observado para todos os ensaios de
Ultrafiltracdo consistiram de dois periodos, um de decaimento do fluxo, nos
instantes iniciais de separacdo, e um segundo de fluxo de permeado em
estado estacionario;

A melhor condicdo de separacdo foi de 3,5 bar de pressao transmembrana e
temperatura de 25°C. Nessas condi¢cdes, a membrana de 30 kDa apresentou
maior fluxo de permeado comparado com a membrana de 10 kDA,

As permeabilidades hidraulicas para as membranas novas de 10 e 30 kDa
foram 10,96 e 20,52 L.m™.h™.bar?, respectivamente;

As porcentagens de fouling foram de 85,9 e 89,6% para as membranas de 10 e
de 30 kDa, respectivamente, e apds limpeza quimica das membranas
resultaram em uma recuperacao de fluxo de 63,2 e 80,9%;

Da analise das resisténcias ao fluxo, comprovou-se que a maior contribuicao
de resisténcia foi dada pela resisténcia a polarizacdo por concentracéo (de 60
a 90% da resisténcia total), em quanto que a resisténcia causada pelo fouling
foi a menor (de 1 a 16% da resisténcia total);

Os maiores valores de concentragcdo de polifenois a 25 °C no extrato e no
retido, na membrana de 10 kDa foram 10,89 e 7,84 (mg GA/g amostra seca)
respectivamente, j& na membrana de 30 kDa a 25°C os valores foram 10,66 e
7,12 (mg GA/g amostra seca) para o extrato e o retido, apresentando valores
menores de concentracdo de polifenois no retido a 25 °C do que nas
temperaturas de 35 e 45°C;

Quanto aos flavonoides, os teores obtidos no retido, permeado e extrato na
membrana de 10 kDa foram de 1,78, 0,63 e 2,51, enquanto que na membrana
de 30 kDa foram de 1,60, 0,40 e 2,26 mg Catequinas/g amostra seca,
respectivamente;

O valores de retencdo observada a 25°C para os polifenois totais foram de
76,95 e 84,79%, e para os flavonoides de 75,30 e 79,20% para as membranas
de 10 e 30 kDa, respectivamente;
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9. As capacidades antioxidantes no permeado foram de 9,10 e 16,41 umol de
Trolox equivalente/g amostra seca para as membranas de 10 e 30 kDa,
respectivamente, e para o extrato foi de 127,80 ymol/g amostra seca;

10.A membrana que apresenta melhores condicdes para a ultrafiltracdo de casca
de uva bord6 € a membrana de 10 kDa;

11. As microparticulas provenientes da secagem por atomizacdo a 140°C do
permeado das membranas de 10 e 30 kDa, utilizando como agentes
encapsulantes goma arabica e polidextrose 15%, resultaram em teores de
umidade na faixa de 3,29 e 3,90%, e atividades de agua de 0,129 a 0,182,
respectivamente;

12. As solubilidades das microparticulas obtidas, ndo apresentaram diferencas
significativas com a mudanca de agente encapsulante e do permeado, com
valores na faixa de 96,8 a 99,6%;

13. Os poés encapsulados com polidextrose foram significativamente mais
higroscopicos que os de Goma arabica;

14. Os parametros de cor a* e b* indicam que as amostras possuem cores entre
vermelho e o azul, e de acordo com o Chroma os p6s obtidos com polidextrose
foram mais saturados do que os pés encapsulados com goma Arébica. Quanto
ao parametro de tonalidade Hue, os resultados também indicam que as
amostras se encontram no quarto quadrante do circulo cromético de cores
(entre vermelho e o azul).
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PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar ao extrato pré-tratamentos como:
* Reacdes quimicas e enzimaticas
+ Centrifugacao
+ Preé-filtracao

Outros métodos que podem ser usados para o melhor desempenho do processo
podem ser:
+ Diafiltracao
* Microfiltracdo prévio ao processo de Ultrafiltracédo
* Modulos adicionais para aumentar area da membrana e volume de
permeado
* Adaptacfes técnicas no equipamento para conseguir atingir uma pressao
maior e aumento da velocidade tangencial

Realizar analises fendlicos nos pés e pesquisa mediante métodos
cromatograficos para conhecer os compostos fenoélicos existentes no permeado ou

po.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo de limpeza quimica das membranas de ultrafiltracdo de
10 e 30 kDa (Synder, 2012)

Limpeza Quimica do sistema e recuperacdo da membrana

Apéds cada experimento de ultrafiltracdo realizou-se a limpeza quimica seguindo a

sequencia:
1. Enxégle do sistema com agua destilada:

Apos ultrafiltracdo do extrato, € removido o retido do sistema; posteriormente lavar
com &gua destilada a 50°C a pressao de 0,5 bar o retido restante no sistema e
drenar; lavar adequadamente o sistema no modo de n&o recirculagdo para
remover qualquer remanescente. Este procedimento se realiza até que a agua que
esta em recirculacéo apareca limpa. Ao finalizar € retirada do sistema.

2. Limpeza alcalina:

Adicionar ao tanque de alimentacao e fazer circular solucéo de hidroxido de sédio
(NaOH), 0,35 g.L™* a 50°C mantendo um pH de 10,8-11,0; fazer circular solucéo a
pressdo atmosférica durante 30 minutos e retirar do sistema para posterior

enxague.
3. Enxague com agua destilada:

Adicionar agua a temperatura de 50°C e recircular no sistema por 20 minutos para

remocao da solucao alcalina, depois retirar.
4. Limpeza &cida:

Circular durante 30 minutos solucdo de &cido citrico na concentracdo de 5 g.L ™" a
50°C através do sistema a 1 bar, mantendo o pH de 2,0-2,2. Depois retirar a

solucdo acida do sistema.
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5. Enxague com agua destilada:

Adicionar agua a temperatura de 50°C e recircular no sistema por 20 minutos para

remocao da solucdo acida, depois retirar do sistema.
6. Limpeza com hipoclorito de sédio:

Circular solucdo de hipoclorito de sédio (1,25 ml.L™) a 50°C para manter no
sistema aproximadamente 150ppm de cloro livre, por um tempo de 20 minutos.

Depois, a solucdo de hipoclorito de sédio é retirada e substituida por agua

destilada para o enxague.
7. Enxague com agua destilada

Adicionar agua a temperatura de 50°C e recircular no sistema por 20 minutos para

remocéao da solucdo de hipoclorito de sddio, depois retirar.
8. Compactacao
A membrana deve ser compactada novamente, pois durante o processo de

limpeza ocorre a descompactacdo pelo relaxamento da estrutura. Por tanto é

adicionada agua destilada limpa para realizacdo da compactacéao.
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Anexo B. Curva de calibragéo para Polifenois Totais
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Anexo C. Curva de Calibragcédo para Flavonoides

Absorbancia (nm)

0.18

0.16

0.14 +

0.12 +

0.10 ~

0.08 -

0.06 -

0.04

0.02 ~

0.00

y =0,0374x + Q,0026
R2=0,9956

Concentracao Catequina (mg/L)

® Absvs Con
— Regresséo lin

108



Anexo D. Curva de calibrag&o de Trolox
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