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RESUMO

CONSTANT, Livia da Silva. Adaptacdo de metodologia de digestdo in vitro para
avaliacdo da bioacessibilidade de carotenoides em suco de melancia. 2016. 53p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos).
Instituto de Tecnologia, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Conhecida por suas agradaveis caracteristicas sensoriais, a melancia € um fruto muito
apreciado no mundo todo, especialmente para consumo in natura. Ultimamente, tem sido
indicada como importante fonte de licopeno, um pigmento de coloracdo vermelha e que vem
se destacando devido a sua agdo benéfica a salde. Este composto € apontado como um
potente antioxidante dentre os carotenoides e responsavel pela reducdo do risco do
desenvolvimento de algumas doencas degenerativas, aumentando, assim, 0 seu interesse
cientifico. O processo de separacdo por membranas vem sendo muito utilizado para
concentracdo de compostos bioativos, pois tem sido capaz de preservar 0s compostos
termosensiveis uma vez que pode ser conduzido em condi¢des brandas de temperatura. A fim
de aumentar a estabilidade de produtos com alto teor de agua, a liofilizacdo se apresenta como
um método de conservacdo capaz de reter caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto
pois baseia-se na sublimacdo para remoc¢do da dgua do mesmo, promovendo, assim, sua
desidratagdo. O aumento do teor de compostos bioativos em alimentos ndo necessariamente,
esta relacionado a sua maior absorcdo pelo organismo humano de forma a trazer efeito
benéfico para a salde, sendo necessario assim, a avaliacdo da sua bioacessibilidade e
biodisponibilidade. Este trabalho objetivou obter dois produtos ricos em licopeno, sendo um
p6 e um concentrado, caracteriza-los juntamente com o suco integral, e posteriormente avaliar
a adaptacdo de um modelo de digestdo in vitro para avaliagdo da bioacessibilidade dos
carotenoides. Para a amostra em p6 buscou-se avaliar a influéncia da quantidade de 6leo
adicionada na bioacessibilidade. Os resultados indicaram que o licopeno se apresentou como
carotenoide majoritdrio em todas as amostras, sendo a amostra em po a mais rica. Os
resultados de bioacessibilidade indicaram uma maior eficiéncia de micelarizacdo para a
amostra de suco integral, quando comparada as outras amostras. Para a amostra em po, a
adicdo de 250% de 6leo em relacdo a massa utilizada se mostrou como a melhor condicéo
para micelarizagédo do licopeno.

Palavras-chave: Suco de melancia, licopeno, bioacessibilidade.



Abstract

CONSTANT, Livia da Silva. Adaptation of in vitro digestion methodology for evaluation
of carotenoid bioaccessibility in watermelon juice. 2016. 53p. Dissertation (Master in
Science and Technology of Food, Food Science). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2016.

Known for its pleasant sensory characteristics, watermelon is a fruit much appreciated
worldwide, especially for fresh consumption. Lately, it has been indicated as an important
source of lycopene, a red coloring pigment and has stood out due to its beneficial health
action. This compound is identified as a potent antioxidant among the carotenoids and
responsible for reducing the risk of development of certain degenerative diseases, thus
increasing their scientific interest. The membrane separation process has been widely used for
concentration of bioactive compounds, it has been able to preserve heat sensitive compounds
since they can be conducted under mild temperature conditions. In order to increase the
stability of products with high water content, freeze-drying is presented as a preservation
method able to retain sensory and nutritional characteristics of the product because it is based
on sublimation for even water removal, thereby promoting their dehydration. The increase of
the content of bioactive compounds in foods does not necessarily, is related to its absorption
into the human body in order to bring beneficial health effects, thus necessary assessing their
bioaccessibility and bioavailability. This study aimed to get two products rich in lycopene,
being a powder and concentrated extract, characterize them with the whole juice, and then
evaluate the adaptation of an in vitro digestion model for evaluation of bioaccessibility of
carotenoids. For the powder sample was sought to assess the influence of the amount of oil
added to the bioaccessibility. The results indicated that lycopene is presented as the major
carotenoid in all samples, the sample being in the richest powder. The results indicated
bioaccessibility micelarizacdo greater efficiency for the sample of whole juice when
compared to the other samples. For powder sample, the addition of 250% oil mass ratio is
used as shown best condition for lycopene micelarization.

Keywords: watermelon juice, lycopene, bioaccessibility.
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1 INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus) € um fruto de grande importancia econémica e social.
Originaria da Africa, a fruta encontrou no Brasil condi¢es muito boas para 0 seu
desenvolvimento, sendo plantada em praticamente todas as regifes do pais. Atualmente, o
Brasil ocupa posicao de destaque na produ¢do mundial com uma produtividade média de 2,1
mil toneladas/ano. Entretanto, varios fatores podem atuar para a ocorréncia de perdas
causando queda na produtividade e prejuizo para os produtores (IBGE, 2014).

Além do ataque de fungos e doencas fisiologicas, a ocorréncia de frutos fora do padrao
para consumo in natura também é uma fonte de perdas ainda no campo. Aproximadamente 20
% da quantidade produzida é rejeitada devido a defeitos superficiais ou deformidades, nao
atendendo assim aos padrdes de consumo do mercado, e, consequentemente, contribuindo
para um aumento na geracao de residuos.

Nos ultimos anos, tem sido crescente a preocupacdo da populacdo em relacdo a sua
qualidade de vida, o que vem se refletindo em mudancas no habito alimentar das pessoas,
levando-as a procura por alimentos que ajudem na promocéao da saude e prevencgdo de certas
doencas.

Essa procura por uma alimentacdo mais saudavel desencadeou um aumento no
consumo de frutas, vegetais e seus produtos derivados de forma que a fruticultura tem sido
vista como uma atividade importante para o agronegocio brasileiro.

Uma alimentacdo equilibrada fornece, além dos nutrientes essenciais, alguns
compostos quimicos que geram reacdes benéficas a sadde auxiliando na prevencao e reducéao
de doencas. Essas substancias sdo conhecidas como compostos bioativos e estdo presentes em
uma variedade de alimentos como frutas, verduras, legumes e cereais integrais.

A melancia tem sido apontada como uma importante fonte de licopeno, pigmento
responsavel pela coloracdo vermelha e considerado o antioxidante mais potente dentre os
carotenoides, sendo este capaz de neutralizar moléculas de oxigénio singleto e outras
moléculas oxidantes que podem prejudicar as células. A propriedade antioxidante do licopeno
estd relacionada a sua estrutura quimica, mais especificamente a presenca de onze duplas
ligacGes conjugadas ao longo da sua cadeia.

Desta forma, o consumo do licopeno tem sido correlacionado a reducdo do risco de
diversas doencas degenerativas, em especial a degeneragcdo macular, alguns tipos de cancer,
principalmente o de prostata e algumas doencas degenerativas.

Em geral, frutos de coloracdo vermelha tais como goiaba, melancia e tomate sdo

fontes de licopeno. Os teores encontrados nas frutas e vegetais podem variar de acordo com a
estacdo do ano, estdgio de maturacdo, variedade, efeito climatico e geogréfico, local de
plantio, manejo pos-colheita e armazenamento; em geral, quanto mais avermelhado for o
alimento, maior sera sua concentracédo de licopeno.
O atual ritmo de vida da populagdo mundial faz com que os consumidores tenham cada vez
menos tempo para se dedicar ao preparo dos alimentos. Entretanto, a necessidade de se
manter habitos alimentares saudaveis, aliada ao cotidiano corrido das pessoas faz com que os
consumidores exijam cada vez mais alimentos processados proximos ao in natura e que
tambeém sejam de preparagéo facil e rapida. Desta forma tal ponto torna-se um desafio para a
industria de alimentos que necessita de processos mais adequados que minimizem a perda de
qualidade nutricional, sensorial e funcional dos alimentos.

Vaérios fatores podem influenciar o valor nutricional do produto final processado,
como a selecdo de um metodo de processamento apropriado e a condi¢éo inicial da amostra.

A clarificagdo de sucos de frutas e bebidas assim como a recuperacdo, a pré-
concentracdo e a concentracdo de compostos de interesse e, ainda, a utilizacdo destes como



pré-tratamentos para outros processos, COmo a concentracao e secagem, tem sido as principais
aplicacdes dos processos que utilizam membranas.

A concentracdo do suco de melancia é um processo que pode gerar produtos ricos em
licopeno. Comparado com 0s processos convencionais de concentracdo, a tecnologia de
membranas se apresenta como uma boa alternativa para minimizar os efeitos adversos do
calor. Em geral, processos de filtracdo ndo envolvem mudancas de fase ou altas temperaturas,
favorecendo a manutencdo das caracteristicas sensoriais e funcionais do produto. Além disso,
dependendo da seletividade da membrana utilizada é possivel fracionar ou concentrar
diferentes compostos, sendo a microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa 0s
processos que mais vém sendo utilizados pelas industrias. Os processos com membranas
podem também ser operados na modalidade de diafiltracdo, onde é possivel obter um maior
nivel de pureza do composto para a mesma razdo de concentracdo devido a eliminagdo de
impurezas menores que a porosidade da membrana.

Dentre 0s processos de concentracdo por desidratacdo, a liofilizagdo também chamada
de criodesidratacdo, € uma operacdo muito utilizada com o objetivo de reduzir perda na
qualidade do produto. E um processo de secagem através da sublimacéo, necessitando que a
zona de temperatura da dgua esteja abaixo do ponto triplo da mesma, e que a 4gua do produto
esteja na fase sdlida. E realizado em baixas temperaturas e na auséncia de ar atmosférico,
sendo capaz assim de minimizar as perdas nutricionais e sensoriais do produto.

Embora alguns processos possam aumentar a concentracdo dos compostos de
interesse, a bioacessibilidade e a biodisponibilidade dos nutrientes sao tdo relevantes quanto o
valor nutritivo dos alimentos do que a concentracdo dos nutrientes. A bioacessibilidade é
definida como a quantidade de um nutriente que é liberado a partir da matriz de alimentos
durante a digestdo e disponibilizados para absor¢do mucosa e geralmente € medido usando 0s
procedimentos de digestdo in vitro. A biodisponibilidade é definida como a fracdo de um
nutriente ingerido que é efetivamente absorvida no intestino e pode ser usado para o
armazenamento e processos metabdlicos.

Neste contexto, a proposta desse trabalho é obter produtos ricos em licopeno e avaliar
a adaptacdo de um método de digestdo in vitro para avaliacdo da bioacessibilidade dos
carotenoides em tais produtos.



2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral a adaptacdo de um modelo de digestdo in vitro

para avaliacdo da bioacessibilidade de carotenoides e a sua aplicacdo em produtos obtidos a
partir de suco de melancia.

AN

Obijetivos Especificos

Caracterizar a matéria-prima inicial em relagdo a sua composicéo quimica e perfil de
carotenoides;

Obter uma fragédo de suco de melancia concentrada em licopeno e com baixo teor de
acucares pelos processos de microfiltracdo e diafiltracdo;

Obter um pé rico em licopeno pelo processo de liofilizacao;

Caracterizar a fracdo concentrada em licopeno e o0 p6 em relacdo a sua composicédo
quimica e o perfil de carotenoides

Avaliar a adaptacdo do modelo de digestdo in vitro para avaliacdo da
bioacessibilidade de carotenoides, atraves da simulacdo das etapas de digestdo oral,
gastrica e intestinal humana, e a sua aplicacdo nos produtos obtidos a partir do suco
de melancia.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Melancia

A familia das curcubitaceas ocupam um lugar de destaque na agricultura brasileira,
sendo seus produtos muito bem aceitos pela populacdo. Neste cenario, a cultura da melancia
possui destaque uma vez que € de grande importancia econdémica e social em muitas regioes
do Brasil. Este fruto é muito apreciado por seu agradavel sabor e custo atraente (FERRARI et
al., 2013)

Originaria da Africa, foi introduzida no Brasil pelos escravos e, posteriormente, alguns
cultivares melhorados foram introduzidos em S&o Paulo. Atualmente, é cultivada em todo
territorio brasileiro, e nas regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. Em 2014, o
Brasil obteve uma producdo de 2,1 milhdes de toneladas, sendo os principais estados
produtores o Rio Grande do Sul, Bahia, Goias e Sdo Paulo (IBGE, 2014).

De acordo com Castellane e Cortez (1995), a temperatura influencia diretamente nos
processos da planta, desde a germinacédo até o sabor dos frutos. Para que ndo haja problemas
no seu desenvolvimento, o aconselhavel é que a temperatura figue em torno de 20 a 30°C.).
Um clima quente e seco favorece a formacao de frutos de melancia com excelentes qualidades
organolépticas. Ao contrario, em condi¢cdes de umidade relativa do ar alta e baixa insolacéo,
os frutos formados sdo de méa qualidade (EMBRAPA, 2010). A Tabela 1 indica a
sazonalidade da melancia no Brasil.

Tabela 1: Sazonalidade da Melancia

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

***% **k*k **k* ** * * * * * ** **k* **k*

***grande quantidade no mercado/ **quantidade regular no mercado /*pouca quantidade no mercado
Fonte: CEASA, 2014

O fruto possui formato arredondado ou alongado, com peso variando de 3 a 20 kg.
Entretanto, recentemente, destaca-se o surgimento de novos tipos de melancias, as chamadas
mini-melancias, entre 1 kg e 2 kg. Isto se deve, principalmente, a exigéncia do mercado por
produtos alternativos, onde o consumidor opta por frutos menores, sem sementes e de
qualidade (EMBRAPA, 2010).

Para avaliacdo da qualidade dos frutos, o teor de solidos sollveis constitui um
importante critério, visto que representa uma medida da concentracdo de acgUcares e outros
solidos diluidos na polpa ou no suco do fruto. Na melancia, o contetdo de sélidos sollveis
varia de acordo com as regides internas do fruto, ou seja, normalmente a polpa é mais doce no
centro que na regido mais externa. Outros critérios de qualidade séo: firmeza da polpa, acidez
titulavel, e aparéncia interna e externa (EMBRAPA, 2010).

Sua coloracdo pode ser diversificada, com varias gradacdes de verde, rajadas ou com
algumas manchas amareladas. No geral, sua polpa possui coloragcdo vermelha, podendo ser
tambem amarela ou alaranjada dependendo da variedade (FERRARI et al., 2013).



Figura 1: Variacdo da coloracdo da polpa da melancia.
Fonte: FERRARI et al., (2013).

3.2  Composicao quimica da melancia

A melancia desempenha um importante papel na alimentacdo humana, principalmente
nas regides tropicais, onde seu consumo €é elevado. Seu maior consumo se da atraves da fruta
in natura, mas também pode se apresentar na forma de sucos, geleias e doces (EMBRAPA,
2010). Os frutos de curcubitdceas em geral sdo ricos em agua e acUcares, importante
qualidade no meldo e na melancia. Por possuir cerca de 90% de agua em sua composicao, a
melancia é muito conhecida por seu poder hidratante e diurético, além de possuir baixo valor
calorico, como indica a Tabela 2 (EMBRAPA, 2010).

Tabela 2: Composicao média da melancia:

Constituinte  Teor (%) Vitaminas Teor (mg) Minerais Teor (mQ)
Agua 91 Tiamina 0,08 Calcio 8

Gordura 0,43 Riboflavina 0,02 Fésforo 9

Proteina 0,62 Niacina 0,2 Potéssio 116
Carboidrato 7,18 Acido Ascorbico 9,6 Magnésio 11

Fibra 0,5 Ferro 0,17

Fonte: EMBRAPA (2010)
1_Valores expressos por 100g

Seu teor vitaminico é considerado médio, possuindo vitaminas C e do complexo B,
sais minerais como ferro, calcio e fosforo (ALMEIDA, 2003). A coloracdo vermelha da polpa
da melancia é dada pela presenca do licopeno, um carotenoide que possui importante acdo
antioxidante. J& nas cultivares de polpa amarela a pigmentacéo é em fungdo dos carotenoides
[-caroteno e xantofilas (FERRARI et al., 2013).

3.3 Carotenoides

O consumo de frutas e vegetais tem sido fortemente relacionado com a diminuicéo do
risco de doencas degenerativas e vem sendo recomendado por programas governamentais e
ndo governamentais. Entre os possiveis fitoquimicos presentes associados a essa protecao
estéo os carotenoides (N11ZU; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).




Os carotenoides sdo pigmentos lipossollveis responsaveis pela cor de varios
alimentos. Podem ser divididos em xantofilas e carotenos. Os carotenos sdo formados apenas
por carbono e hidrogénio. Estes pigmentos possuem coloracdo que varia do amarelo ao
vermelho e sdo muito utilizados como corantes em alguns alimentos, cosméticos e racdo
animal. Ja as xantofilas contém pelo menos um derivado oxigenado, como, por exemplo, 0s
grupamentos hidroxi, ceto, epdxi, metoxi e acido carboxilico (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). A Figura 2 apresenta as principais estruturas dos carotenoides encontrados na natureza.
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Figura 2: Principais carotenoides encontrados na natureza.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA (2001).
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Existem cerca de 600 estruturas caracterizadas, porém aproximadamente 50 possuem
atividade pro-vitaminica A, podendo assim, serem transformados posteriormente em vitamina
A e prevenir algumas doencas como cegueira noturna, susceptibilidade a infeccéo e retardo do
desenvolvimento ésseo. Para possuir essa atividade, é necessario que o carotenoide possua um
anel B-ionona ndo oxigenado e uma cadeia lateral terminada em alcool ou aldeido ou que
possua algum grupo carbonila. Desses 50 compostos, 0s trés precursores mais importantes
para o ser humano séo 0 a-caroteno, B-criptoxantina e -caroteno, uma vez que S80 0S mais
comuns nos alimentos (AMORIM-CARRILHO et al., 2014).

Outra acdo bioldgica que € atribuida aos carotenoides € a atividade antioxidante, sendo
relacionados a reducdo do risco de doencas causadas pela acdo dos radicais livres, podendo
diminuir a ocorréncia de certos tipos de doencas cardiovasculares e canceres. O licopeno se
apresenta como um dos melhores antioxidantes da classe dos carotenoides, justificando assim
o fato deste composto ser um dos principais focos nos estudos recentes relacionados a saude
humana (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.4 Licopeno

O licopeno pertence ao grupo dos carotenoides, e confere coloracdo vermelha a alguns
alimentos. Este composto ndo possui anel B-ionona em sua estrutura, ndo tendo assim,
atividade pro-vitaminica A. Entretanto, por possuir onze duplas ligagfes conjugadas, este
composto é tido como um dos mais eficientes antioxidantes, sendo capaz de neutralizar
moléculas do oxigénio singleto e outros oxidantes. (RAO; AGARWAL, 1999). O licopeno
tem sido correlacionado a uma reducdo do risco de degeneracdo macular, alguns tipos de
cancer, especialmente o cancer de prostata e algumas doencas cardiovasculares
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A estrutura do licopeno apresenta-se na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura do licopeno
Fonte: RAO; AGARWAL (2000).

Sua estrutura aciclica composta de onze duplas ligacbes conjugadas, dispostas
linearmente, faz com que este carotenoide seja extremamente hidrofobico. Além disso, ha
também a possibilidade de ocorrerem outras formas geométricas. Porém, devido aos efeitos
de impedimento estereoquimico, sdo encontrados na natureza apenas 72 formas. Existente
naturalmente na forma trans, a formac&o do isbmero cis pode ocorrer durante 0 aquecimento e
exposicdo a luz, levando a um possivel aumento da sua atividade biolégica (ROLDAN-
GUTIERREZ ; CASTRO, 2007).
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Figura 4: Estrutura dos cis-isbmeros do licopeno mais encontrados em produtos processados
termicamente. Fonte: Adaptado CHASSE et al., 2001.

A quantidade de licopeno nas frutas e vegetais varia de acordo com a estacao do ano,
estadio de maturacdo, variedade, efeito climatico e geogréfico, local de plantio, manejo pés-
colheita e do armazenamento; em geral, quanto mais avermelhado for o alimento, maior sera
sua concentracdo de licopeno. As maiores concentragfes de licopeno estdo, em geral, nas
cascas dos alimentos fontes, quando comparadas a polpa dos mesmos frutos, sendo sua maior
concentracdo em alimentos produzidos em regides de climas quentes (COZZOLINO, 2005).



Segundo Moritz e Tramonte (2006) a concentracdo de licopeno no maméo Tailandia
cultivado na Bahia possui o dobro (40+6 pg/g) da concentragdo de licopeno, quando
comparado ao maméao cultivado em Sao Paulo, confirmando assim que pode haver variacdes
de concentragdes de licopeno de acordo com o efeito climético e geografico.

3.5 Processos de separacao por membranas

Os processos de concentracdo de alimentos ocorrem através da remocao de parte da
agua existente. A maioria dos processos utilizados na concentracdo de alimentos utiliza calor,
e, a intensidade deste, pode levar a alteracbes na cor, aroma, textura, sabor e perdas
nutricionais (CIANCI et al., 2005).

Com base nesse fator, tem sido incrementada a busca por processos ndo térmicos, que
preservem a qualidade dos sucos de frutas. Dentre estes, se destacam 0s processos de
separacdo por membranas, que por serem conduzidos em temperaturas ambiente, n&o
envolvendo mudanca de fase, permitem minimizar eventuais perdas de qualidade dos
produtos (CIANCI et al., 2005).

Estes processos compreendem o uso de membranas artificiais, que sdo barreiras
seletivas, buscando o fracionamento dos componentes de uma mistura em funcdo de suas
diferentes taxas de permeacdo. A corrente de alimentacdo é fracionada, por meio de uma forca
motriz, que, em grande parte € o gradiente de pressdo, em duas correntes distintas: o
permeado, que é a fracdo que é capaz de permear a membrana, € o retido ou concentrado, que
é a fracdo que ndo permeia a membrana (HABERT et al., 2006). O mecanismo de separacdo
se dad em funcdo da diferenca de tamanho entre as espécies presentes na solucdo a ser
permeada e os poros da membrana (PORTER, 1990).

O tamanho dos poros da membrana decresce na seguinte ordem: microfiltracéo,
ultrafiltracao e nanofiltracdo. E, quanto menor o tamanho do poro, maior deve ser a diferenca
de pressédo aplicada para que o processo ocorra. (MULDER, 1991)

3.5.1 Microfiltracéo

A microfiltracdo envolve a separacdo de um grande nimero de macromoléculas e
solidos em suspensdo em uma faixa de 0,02 a 2 um, as pressées empregadas como forca
motriz dificilmente ultrapassam 3 bar. Na microfiltracdo, o solvente e todo material soltvel
permeia a membrana, retendo apenas materiais em suspensdo. (HABERT et al., 2006).

Uma das principais desvantagens da microfiltracdo é a diminuicdo do fluxo do
permeado, em funcdo de fatores como a polarizacdo de concentracdo e ao fouling,
representado pelo entupimento dos poros da membrana. Tais fatores podem ser minimizados
através de pré-tratamentos, como a centrifugacdo ou tratamento enzimatico, que promovam
uma diminuicdo dos solidos em suspensdo, tais como as fibras presentes da polpa
(VAILLANT et al., 1999, MATTA et al.,2004, CRUZ, 2008).

3.5.2 Diafiltracao

A diafiltracio é um modo alternativo de operar sistemas de microfiltragéo,
ultafiltracéo e nanofiltragéo e pode ser entendida como um processo de purificagdo a volume
constante. A operacdo consiste na adi¢do continua de solvente puro ou solucdo tampéao no
tanque de alimentacdo com vazdo equivalente & do permeado (Figura 4). A diafiltracdo €
utilizada quando se deseja purificar um determinado soluto de uma solugdo, onde os
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contaminantes sdo compostos de dimensées menores do que as do soluto de interesse (YEE et
al., 2007).
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Figura 5: Representacdo esquematica do processo de diafiltracao.
(1) Tanque de alimentacdo; (2) membrana.
Fonte: LIPNIZKI et al. (2002).

A diafiltracdo estd comumente associada a um alto consumo de liquido. Este liquido
guase sempre € a dgua, que deve ser de qualidade, levando-se em consideracdo a possibilidade
de contaminagdo bacterioldgica e conteido de solutos organicos ou inorganicos.

3.6 Liofilizacdo

A liofilizacdo ou criosecagem ou criodesidratacdo (“freeze-drying”) constitui um
processo de desidratacdo em que a agua, ou outro solvente do produto, previamente
congelado, passa diretamente do estado sélido para o gasoso (sublimacdo), em condicGes
especiais de temperatura e pressdo (BOSS, 2004)

Essa tecnologia foi desenvolvida para superar as perdas de compostos responsaveis
pelos aromas nos alimentos, 0s quais sao muito suscetiveis as modalidades de processamento
que empregam temperaturas elevadas, como a secagem convencional (IBARZ; BARBOSA-
CANOVAS, 1999).

Os alimentos liofilizados s&o produtos que possuem um alto valor agregado por reter
grande parte de seus nutrientes originais, uma vez gque emprega baixas temperaturas em seu
processamento. Entretanto, seu custo é expressivamente maior quando comparado aos
produtos secos por outras técnicas (VIEIRA et. al.; ).

3.7 Bioacessibilidade e Biodisponibilidade

A presenga de compostos bioativos e nutrientes nos alimentos vem sendo muito
estudada, especialmente a pratica de extrai-los a partir de fontes apropriadas, de modo a se
tornarem mais puros e concentrados, para consumo direto ou posterior adicdo como
ingrediente em uma matriz alimenticia (KORHONEN, 2002).



Entretanto, poucos sdo o0s estudos que avaliam a eficacia do consumo destes
compostos na melhora do estado nutricional em humanos. Neste contexto, informagdes sobre
a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de nutrientes se fazem necessarias a fim de se
avaliar se 0 aumento na absor¢do do nutriente sera proporcional ao incremento de seu
consumo ou mesmo ao incremento de seu contetdo nos alimentos.

Os termos bioacessibilidade e biodisponibilidade tém sido utilizados indistintamente,
mas € interessante salientar que a biodisponibilidade € um conceito mais amplo, visto que
para avalia-la é necessario considerar alguns processos fisiolégicos normais, tais como: a
liberacdo, a absorcdo, a distribuicdo, o metabolismo e a excrecdo dos compostos
(COZZOLINO, 2005).

Do ponto de vista nutricional, a biodisponibilidade se refere a fracdo de substancias
ingeridas que estardo disponiveis na circulacdo sistémica para a utilizagdo em processos
metabolicos e fisiologicos normais ou mesmo para serem armazenadas.

De acordo com Benito e Miller (1998), este termo representa a porcentagem de um
determinado nutriente em um alimento ou dieta que o corpo pode realmente utilizar. Este é
um conceito-chave para a eficacia nutricional, pois indica que apenas certas quantidades de
todos os nutrientes e compostos bioativos em alimentos serdo utilizados de forma eficaz pelo
organismo (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009).

A determinacdo da biodisponibilidade de compostos é constituida de trés etapas. A
primeira é a avaliacdo da bioacessibilidade, que representa a fracdo do nutriente que sera
liberada da matriz do alimento, representando a concentragdo maxima deste disponivel para
ser transportada através do epitélio intestinal. A segunda esta relacionada ao transporte, onde
a fracdo bioacessivel do nutriente sera transportada do Iimen para o epitélio intestinal até a
linfa e a circulagdo portal. E, finalmente, a Ultima etapa representa o efeito no qual os
nutrientes sdo metabolizados no epitélio intestinal ou no figado e sera transportada pelo corpo
através da circulacdo sistémica (OOMEN et al., 2003).

Na década de 80, estudos em nutricdo humana constataram que a simples ingestdo de
um alimento contendo determinado nutriente ndo garantia sua utilizacdo pelo organismo e que
fatores como a estrutura quimica do nutriente, a quantidade ingerida, a interacdo entre 0s
varios tipos de nutrientes, a condicdo fisiologica do individuo e 0 mecanismo homeostatico
que regula a absorcéo estavam diretamente relacionados a este processo (TANUMIHARDJO,
2002).

Nesse contexto, tem sido crescente o interesse por metodologias capazes de determinar
e predizer a bioacessibilidade e biodisponibilidade de nutrientes e compostos bioativos em
alimentos de forma que diferentes abordagens in vivo e in vitro tém sido desenvolvidas como
ferramenta para atingir esse objetivo.

Os métodos in vivo, executados em humanos ou em modelos animais, abrangem trés
principais técnicas: estudos de balango (balanco de massa metabolico, balanco de massa em
voluntarios de ileostomia e balango de massa de lavagem gastrointestinal); técnicas de
respostas plasmaticas (avaliagdo da concentragdo do nutriente no plasma, métodos
isotopicos); amostragem do Iumen gastrointestinal e técnicas de perfusdo intestinal (FAILLA;
CHITCHUMROONCHOKCHAI, 2005).

Embora sejam bastante relevantes do ponto de vista fisioldgico, questbes éticas,
constrangimentos técnicos, custos elevados, variabilidade interindividual e a falta de padrdes
de referéncia certificados para comparar os dados entre os estudos realizados s&o
inconvenientes considerados pontos fracos para a realizagdo de ensaios in Vvivo
(FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009).

Por outro lado, os métodos in vitro tem se mostrado substitutos de baixo custo para
uma avaliagéo inicial da bioacessibilidade de varios compostos. Assim como 0s testes in vivo,
tais ensaios podem ser realizados por diferentes métodos, sendo que a simulacdo dos
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processos digestivos, a utilizacdo de células intestinais isoladas ou de segmentos intestinais, a
utilizacdo de vesiculas da membrana basolateral representam os modelos mais utilizados para
0 estudo de caracteristicas e regulacdo dos processos associados com a digestdo e absorcao
(FAILLA;CHITCHUMROONCHOKCHALI, 2005).

Esses ensaios possibilitam o fornecimento de informacgdes sobre a eficiéncia de cada
etapa do processo, ou seja, da digestdo, da absor¢cdo e dos mecanismos de transporte, além de
serem menos trabalhosos e de menor custo quando comparados aos ensaios in Vivo.
Entretanto, apresentam a dificuldade de reproducdo do ambiente dindmico do intestino, além
de n&o considerar o efeito da microflora intestinal e 0 metabolismo hepéatico (FERNANDEZ-
GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009). Esses modelos podem ser
considerados como técnicas de screening quando um grande numero de amostras é submetido
ao processo de digestdo, além de permitir a identificacdo de como a eficiéncia da digestdo de
nutrientes ou compostos bioativos pode ser afetada pelas condicdes de digestdo (pH e
enzimas) e por interagcbes com outros componentes do alimento (fibra, sacarose, gorduras).

3.8 Fisiologia do Sistema digestdrio

Para se estudar um método de simulac&o gastrointestinal in vitro, & necessario que haja
a compreensdo da fisiologia do sistema digestério humano. Uma figura esquematica deste
sistema é apresentada na Figura 5.

Boca

Figado

Vesicula

Duodeno

ileo
Reto ———

Anus

Figura 6: Imagem esquematica do sistema digestivo humano.
Fonte: DEAN; MA, 2007

O processo de digestao se inicia na boca e termina no anus, e é composto pelo tubo
digestivo e glandulas secretoras anexas, as quais produzem enzimas com a funcéo de degradar
as macromoléculas presentes para transforma-las em moléculas mais simples (DEAN; MA,
2007).

O alimento ingerido pela boca é degradado na presenca da saliva, em pH a 6,5, e,
mastigado para ser reduzido em fragmentos menores, aumentando a superficie de contato para
a digestdo no estbmago (DEAN; MA, 2007).
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O transporte do alimento do es6fago até o estdmago dura alguns segundos, e é
realizado atraves das contragdes musculares. As células do estbmago secretam o pepsinogénio
e &cido cloridrico (pH<2). A presenca de acido cloridrico tem duas fungdes: desnaturar as
proteinas e transformar o pepsinogénio em pepsina. A pepsina € ativada em pH igual a 2 e
digere parcialmente as proteinas, mas ndo tem acdo sobre carboidratos e gorduras (DEAN;
MA, 2007)

O intestino delgado é composto por trés partes: duodeno, jejuno e ileo. O intestino
delgado, é o principal local de absor¢do dos nutrientes, incluindo gorduras, carboidratos,
proteinas, calcio, ferro, vitaminas, dgua e eletrolitos. No figado ha a producéo da bile, que é
inicialmente armazenada na vesicula biliar antes de ser liberada para o duodeno. A bile é
composta por sais biliares, pigmentos biliares, fosfolipidios, colesterol e ions inorganicos. O
pancreas secreta 0 suco pancreético para o duodeno, constituido de &gua, bicarbonato e uma
serie de enzimas digestivas, como amilase, a tripsina e a lipase. A agua e os eletrdlitos sdo
absorvidos no intestino grosso, e, ap6s a absorcdo de agua e eletrolitos, o material residual
passa para o reto. O acumulo deste material gera uma pressao retal, levando a defecacéo
(DEAN; MA, 2007).

3.9 Ensaios in vitro de bioacessibilidade

As avaliacGes de bioacessibilidade in vitro simulam as condic¢des fisioldgicas e a
sequéncia de eventos que ocorrem durante a digestdo no trato gastrointestinal humano
(FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009). Esses modelos
consistem, em geral, de uma sucessdo de biorreatores que recriam as trés areas do sistema
digestorio (boca, estbmago e intestino) em um processo que pode ser resumido em uma rapida
digestdo com solucdo saliva, alfa-amilase e mucina, seguida digestdo com pepsina gastrica a
pH &cido e, finalmente, com pancreatina, lipase e sais biliares em condi¢des ligeiramente
alcalinas. A cada etapa, o tempo, a temperatura, 0 pH e a concentracdo de sais e enzimas
digestivas sdo cuidadosamente monitoradas.

Esses modelos podem variar no seu modo de operacdo em fungdo da matriz alimentar
avaliada. As principais modificagdes encontradas foram no nimero e o tipo de etapas
incluidas no processo de digestdo (boca, estbmago, intestino, delgado, intestino grosso); na
composicdo dos fluidos digestivos utilizados em cada etapa (enzimas, sais, tampdes,
polimeros bioldgicos e surfactantes) e, ainda, no tipo de estresse mecanico e escoamento dos
fluidos durante o processo de digestdo (HUR et al., 2011).

No lugar da saliva sdo usadas solugdes artificiais, em geral, constituidas de alguns sais
inorganicos como NaCl, KCI, Na2HPO4, NaSCN ou KSCN, Na>SOa, além de uréia, mucina e
a-amilase. A utilizacdo de &cido urico, NaOH também tem sido relatada (OOMEN et al.,
2003, WITTSIEPE et al., 2001).

As enzimas e outras moléculas bioldgicas devem fazer referéncia aos maiores
componentes a serem investigados de forma que pepsina, pancreatina, tripsina, quimotripsina,
peptidase, a-amilase, lipase, sais biliares e mucina tém sido mais frequentemente utilizadas
(MUN et al., 2007; VERSANTVOORT et al., 2005; XING et al., 2008; HUR et al, 2009;
BRANDON et al., 2006). A pepsina € uma enzima &cida cuja fungdo é metabolizar proteinas
e a pancreatina, secretada no duodeno, é uma mistura de enzimas capazes de metabolizar
proteinas, gorduras e carboidratos complexos (GUYTON; HALL, 2006).

O tempo de contato entre a matriz e a solu¢do simuladora empregada em cada etapa
também € variavel entre os protocolos pesquisados. A fase oral, onde ocorre o contato com a
solugéo saliva, em geral, tem a duragdo de 5 minutos. Entretanto, trabalhos que utilizaram
matrizes com altos teores de carboidratos, relataram 30 minutos para a realizacdo dessa etapa
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(OOMEN et al., 2003, KIERS et al., 2000; WITTSIEPE et al., 2001; HUR et al., 2009). As
fases gastrica e intestinal variam entre 1 e 2 horas, de acordo com o modelo empregado.
Entretanto, a temperatura de digestao foi de 37 °C, em todos os trabalhos pesquisados.

3.10 Digestao e absorc¢ao dos carotenoides

Nos ultimos anos, os carotenoides tém despertado um grande interesse a comunidade
médica e cientifica pelo fato de desempenharem papéis fundamentais na salde humana
(UENOQOJO et al., 2007), entretanto, para que desempenhem suas fun¢des biologicas, assim
como outros compostos, necessitam ser absorvidos pelo organismo.

O processo digestivo e a posterior absor¢do dos carotenoides pelo organismo vao
depender do tipo de carotenoide contido no alimento e da forma que estes micronutrientes
estardo dispostos no alimento, pois ndo sdo encontrados livres nos alimentos, mas associados
a proteinas e a uma variedade de estruturas celulares da planta, como fibras e polissacarideos
(KHACHIK et al, 1995).

Sua maior fonte sdo os tecidos vegetais e, nestes, localizam-se em organelas
especificas denominadas cromoplastos e, geralmente, estdo protegidos pela parede celular e
subestruturas dos cromoplastos (JEFFERY et al., 2012; BRITTON; HELLIWELL, 2008).
Podem se apresentar na forma agregada, cristalina ou mesmo associados a bicamada lipidica
das membranas e, ainda, a proteinas, como ocorre nos complexos clorofila-carotenoide-
proteina, responsaveis pelos processos de fotossintese (BRITTON; HALLIWELL, 2008).

Os carotenoides liberados da matriz alimentar sdo incorporados na fase lipidica e,
posteriormente, emulsionados em pequenas gotas lipidicas com o auxilio dos acidos biliares
no duodeno. A solubilidade e a localizagdo dos carotenoides na emulsdo variam de acordo
com a sua polaridade. Os carotenos, por serem compostos apolares, se encontram
exclusivamente no nucleo do triacilglicerol da emulséo (regido hidrofébica), e, as xantofilas,
distribuem-se preferencialmente na superficie da gordura emulsionada (BOREL et al., 1996).
As lipases do lumen hidrolisam triacilglicerol, fosfolipideos e ésteres, emulsionando-os
totalmente nas goticulas de 6leo. Em seguida, os carotenoides que foram emulsionados,
sofrem particdo pela acdo dos sais biliares e lipase, formando pequenos agregados
moleculares denominadas micelas mistas, como mostra a Figura 7 (AIRES et al., 1999).
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Figura 7: Esquema das principais fases da digest&o e absorcdo dos carotenoides nos
enterdcitos.
Fonte: YONEKURA & NAGAO (2007)

A incorporacdo micelar dos carotenoides representa um fator limitante para a sua
absorcdo (YONEKURA; NAGAO, 2007). A absorcao dos carotenoides ocorre na mucosa do
duodeno, onde ocorre a transferéncia dos carotenoides das micelas mistas para 0s enterocitos
para que haja absorcdo dos micronutrientes. Esse processo ainda néo é totalmente entendido,
acreditando-se que ocorra através de um mecanismo de difusdo passiva. As micelas migram
para a camada de &gua da membrana em borda escova, nesta os carotendides deixam as
estruturas micelares e se difundem atrdves da membrana para dentro do citoplasma
(PARKER, 1996; YONEKURA; NAGAO, 2007).

3.11 Fatores que afetam a bioacessibilidade de carotenoides

Diversos fatores afetam a bioacessibilidade dos carotenoides, dentre os quais pode-se
destacar as caracteristicas da matriz alimentar onde estdo incorporados, o conteudo lipidico, o
tamanho da particula e o processamento ao qual o alimento foi submetido (ROCK et al.,
1997).

Lipidios podem influenciar diretamente a bioacessibilidade dos carotenoides pois, para
serem absorvidos no organismo humano, estes necessitam, primeiramente, ser liberados da
matriz e dispersos no estdbmago em uma fase lipidica, onde uma fina emulséo é criada para
entdo serem incorporados nas micelas no intestino delgado (LEMMENS, 2014).

Palmero e colaboradores. (2014) quando avaliaram a eficiéncia da transferéncia do -
caroteno e do licopeno para o 6leo e para a fase micelar durante a digestdo in vitro em fracGes
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de tomates e cenoura vermelha observaram que, para ambas as matrizes, a maior quantidade
de carotenoides permaneceu na fase oleosa ndo digerida, sugerindo que uma elevada
proporcéo de carotenoides (64,2 — 51,3% e 44,8 — 55,3% de licopeno e 3-caroteno em tomates
e cenoura vermelha, respectivamente) foram liberados da fracdo de cromoplasto, porém nao
transferidos para a fase micelar, indicando que embora uma quantidade significativa possa ser
liberada da matriz, a incorporacao nas micelas é limitada.

De acordo com a avaliagdo in vitro realizada por Victoria-campos e colaboradores
(2013), a adicédo de oleo durante a digestdo in vitro € mais importante para 0s carotenos que
para as xantofilas. Inicialmente avaliou-se a bioacessibilidade, na auséncia de 0leo e, neste
experimento, as xantofilas de pimentas estavam 8 vezes mais bioacessiveis que o -caroteno.
Porém, em condicBes em que o Oleo estava presente, essa relacdo foi reduzida, estando a
xantofila 2,5 vezes mais bioacessivel que o B-caroteno.

A importancia da ingestdo de gordura para a absorcdo dos carotenoides ja é um
consenso entre 0s pesquisadores. Entretanto, resultados controversos sobre o efeito do grau de
saturacdo e do comprimento da cadeia dos &cidos graxos na biodisponibilidade dos
carotenoides ainda tém sido publicados (CLARK et al., 2000; HUR et al., 2009; HUO et al.,
2007). Huo e colaboradores, (2007) sugeriram que a bioacessibilidade aumenta mais pelo
consumo de triacilglicerol de cadeia longa do que pela ingestdo de triglicerideos de média e
curta cadeias. Esses resultados foram corroborados por Colle e colaboradores (2012) que
verificaram um aumento na bioacessibilidade do licopeno em tomate quando utilizaram 6leo
de girassol, 6leo de oliva e manteiga de cacau. Esse comportamento foi atribuido a altas
fracdes dos acidos graxos C18, C18:1 e/ou C18:2 presentes nesses lipidios. Por outro lado, o
6leo de coco, de palma e de peixe, com quantidades consideraveis de acidos graxos C12 e
C16 resultaram em menores valores de bioacessibilidade.

Outro fator que afeta a bioacessibilidade dos carotenoides é a complexidade da matriz
alimentar. Jeffery e colaboradores (2012) relacionaram a bioacessibilidade de carotenoides em
diferentes frutas cruas e em purés de legumes com observagdes microscopicas das matrizes.
Estes concluiram que a parede celular e as subestruturas dos cromoplastos sdo as principais
barreiras estruturais naturais para que haja a liberacdo dos carotenoides durante a digestdo dos
alimentos.

Varios trabalhos evidenciam que o processamento pode afetar a bioacessibilidade dos
carotenoides. Os efeitos do tratamento térmico tém sido relacionados & melhora na
bioacessibilidade desses compostos por promoverem a quebra da parede celular e por
dissociarem os carotenoides do complexo proteico (COLLE et al., 2010).

Entretanto, Palmero e colaboradores (2014) avaliaram o efeito do tratamento térmico
na bioacessibilidade dos carotenoides submetendo fracdes de cromoplastos isolados de tomate
e cenouras vermelhas a temperaturas elevadas (95 °C por 10 min). Apds 0 processo de
digestdo, os autores verificaram que o processamento térmico pode afetar a liberagdo dos
carotenoides diferentemente em fungéo das caracteristicas da subestrutura dos cromoplastos.
Para fragdes de tomate o teor de licopeno e B-caroteno na fase insoltvel (ndo digerido) foi
significativamente menor, ndo sendo observada aumento dos carotenoides na fragcdo micelar
em fungdo do tratamento térmico. N&o foram observadas diferengas estatisticas na
distribuicdo de carotenoides nas fracGes de cenoura, indicando que a liberagdo dos
carotenoides da matriz € determinada pelas caracteristicas das subestruturas de cloroplastos,
tais como localizacdo dos carotenoides e associagdo com outros compostos.

De uma forma geral, Castenmiller e West (1998) resumiram os fatores que podem
afetar a biodisponibilidade e bioacessibilidade dos carotenoides com a utilizagdo do termo
inglés SLAMANGHI, onde cada letra se apresenta como um fator. Assim, o tipo de
carotenoide (Species of carotenoids), a ligagdo molecular (molecular Linkage), quantidade de
carotenoides consumidos em uma refeicdo (Amount of carotenoids consumed in a meal), a
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matriz na qual os carotendides sdo incorporados (Matrix), os efeitos da absorcdo e
bioconversao (Effects of absorption ), o estado nutricional do individuo (Nutrient status of the
host), fatores genéticos (Genetic Factors), fatores inerentes ao individuo (Host-related factors)
e interacbes matematicas (Mathematical Interactions) apresentam-se como o0s principais
fatores que interferem na bioacessibilidade e biodisponibilidade.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Material
4.1.1 Matéria-prima

Os frutos foram previamente higienizados com uma pré-lavagem em agua corrente
para remocdo de sujidades. A sanitizacdo foi realizada através da imersdo dos mesmos em
agua clorada na concentracdo de 200 ppm por 15 min e posterior lavagem em mesa de
aspersdo para retirada do cloro residual.

4.1.2 Reagentes

Os solventes organicos utilizados nos experimentos (acetona e éter de petréleo)
apresentavam grau cromatogréafico. Os sais (KCI, KSCN, NaH2PO4, Na3PO4, NaCl, CaCl2)
e as enzimas (o-amilase, uréia, pancreatina, pepsina, mucina, lipase e o extrato de bile) foram
adquiridos da marca Sigma-Aldrich®. Utilizou-se ainda cloreto de sddio grau P.A, sulfato de
sodio e sulfato de sédio anidro da marca Tedia, HCI da Merck ® e agua Milli-Q para o
preparo das solugdes.

4.2  Métodos
4.2.1 Obtencédo do suco de melancia

Os frutos foram manualmente cortados, descascados e despolpados em despolpadeira
horizontal da marca Bonina 0,25 df, obtendo-se assim o suco integral. O mesmo foi
acondicionado em embalagens de polietileno e armazenado em camara de congelamento a -
18 °C por cerca de 3 dias.

4.2.2 Microfiltracéo e diafiltracdo

Primeiramente o suco foi submetido a microfiltragdo conforme descrito por Gomes et
al (2011). O processo foi realizado com membrana tubular de a-alumina (a- AlI203), T1-70
(Pall Corporation: Membralox® Ceramic Membrane Products, EUA), com diametro médio de
poros de 0,2 pum. A microfiltragdo foi conduzida em regime de concentragdo, cOm
recolhimento do permeado, até atingir um fator de concentracdo volumétrico igual a 6.

Posteriormente, o processo de microfiltracdo foi conduzido em regime de diafiltracéo
para que houvesse a purificacdo da fragcdo retida, usando agua destilada como fluido de
lavagem. A fracdo retida apds a diafiltracdo foi coletada, obtendo-se assim um concentrado
diafiltrado rico em licopeno. Foram retiradas aliquotas para posteriores analises.

4.2.3 Liofilizacéo

O extrato, rico em licopeno, foi colocado em bandejas de aco inoxidavel e levado a
camara fria a — 18°C por 12 h para congelamento. A liofilizacdo foi realizada na amostra
previamente congelada em liofilizador modelo Edwards Pirani 501. Os parametros do
processo foram: pressao total de -1 atm e temperatura igual -40° C em um ciclo de 30 horas.
Para favorecer um melhor manuseio do extrato e preservagédo do licopeno apoés a liofilizacéo,
0 mesmo foi moido, com adi¢do de nitrogénio liquido a amostra, em moinho de facas IKA
All. O pé obtido foi acondicionado em embalagens de aluminio que foram seladas a vacuo, e
mantidas em dessecador sob congelamento a -18°C por cerca de 4 meses.
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4.2.4 Teor de sélidos soltveis

O teor de sélido sollveis foi determinado pela leitura direta em refratdbmetro do tipo
Abbé, modelo Bellingham + Stanley Limited, com escala em graus Brix, segundo método
descrito na A.O.A.C (2010).

425 Teor de sélidos totais

O teor de solidos totais foi determinado através de metodologia que se baseia na
determinacdo do peso seco obtido pela secagem da amostra em estufa a vacuo a 60°C até
obtencg&o de peso constante (ADOLFO LUTZ, 1985).

426 pH

O pH foi determinado em pHmetro Metrohm modelo 785 DMP Titrino, com leitura
direta a 25°C, segundo metodologia descrita na A.O.A.C (2010).

4.2.7 Acidez total titulavel

A determinacdo da acidez titulavel foi realizada pelo método potenciométrico em
titulador automatico Metrohm modelo 785 DMP Titrino, com solu¢cdo de NaOH na
concentracdo de 0,1 M segundo o método descrito na A.O.A.C (2010)

4.2.8 Teor e perfil de carotenoides totais

Os carotenoides foram extraidos utilizando a metodologia proposta por Rodriguez-
Amaya (2001).

Foi utilizada a extracdo em macroescala para as amostras de suco integral e retido,
onde pesou-se, respectivamente, 1,5 g e 0,3 g de amostra em bécher.

Para a amostra em pd, realizou-se a extracdo em microescala, pesando
aproximadamente 0,01g em tubos de microcentrifuga de 2mL, ja contendo pequena
guantidade de celite. Adicionou-se 1mL de acetona, e a mistura foi macerada com bastdo de
vidro. Posteriormente, os tubos de microcentrifuga foram centrifugados a 8000 rpm por 2
minutos, e o sobrenadante foi transferido para uma bureta de 25 mL contendo agua e éter de
petroleo. Adicionou-se acetona ao residuo do tubo de microcentrifuga e o procedimento de
extracdo foi repetido até que o extrato ndo exibisse a cor caracteristica dos carotenoides.

Em seguida, realizou-se a lavagem do extrato da bureta, com agua Milli-Q, por
aproximadamente trés vezes, havendo a separacdo de fases. A determinagdo do contetdo de
carotenoides totais foi realizada atraves da leitura da absorvancia do extrato, em
espectrofotdbmetro a 470 nm.

A concentracdo de carotenoides totais (em microgramas por 100 gramas de amostra)
foi calculada conforme a equacéo 1.

__ Absx Dilx Vol x 10000
- 3450 x ma

Concentracao (’;Tg) Equagéo 1

Onde:
Abs.: valor da leitura de absorvancia
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Vol.: volume do baldo volumétrico (mL)
Ma: massa da amostra (g)

O perfil de carotenoides foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
separacdo em fase reversa conforme metodologia proposta por Pacheco (2009), sendo a
corrida cromatografica realizada em cromatdgrafo liquido modular Waters composto por
bomba W600 e injetor 717 com detector de arranjo de diodos (DAD) 996 da Waters® a 450
nm, coluna YMC Carotenoid S-3® (4,6 x 250 mm); fase movel (A) metanol e (B) éter metil-
terc-butilico em eluicdo gradiente; fluxo 0,8 mL.min-1; temperatura da coluna 33 °C e
volume de injegdo 15 pL. A quantificacdo foi realizada por comparacdo do tempo de retengio
e espectro de absor¢do com a utilizacdo de padrdes externos.

Figura 9: Extracdo dos carotenoides em microescala

4.2.9 Ensaios preliminares de bioacessibilidade

Os ensaios preliminares de bioacessibilidade foram realizados com suco integral
conforme metodologia descrita por Oomen et al. (2003) e Failla & Chitchumroonchokchai
(2005). Para tal, foi avaliado o efeito da massa de amostra (5g e 10 g), com adic¢do de 5% de
6leo de canola no valor da bioacessibilidade.

Para a amostra em p0d, a influéncia da quantidade de O6leo adicionado sobre a
bioacessibilidade dos carotenoides foi avaliada. Para tal, quantidades de 100%, 150%, 200%,
250% e 300% de 6leo de canola em relacdo a massa de amostra foram testadas.

4.2.10 Determinacgéo da bioacessibilidade

A Dbioacessibilidade in vitro do licopeno foi determinada atraves da simulacdo das
fases oral, gastrica e intestinal da digestdo de acordo com a metodologia reportada por Oomen
et al. (2003), incorporando adaptacdes propostas por Failla & Chitchumroonchokchai (2005).

Estipulou-se que seriam pesados 10 g para a amostra de suco integral, 5 g para o suco
concentrado diafiltrado e 0,1 g da amostra em po, seguido da adicdo de 5% de 6leo de canola
em relacdo as massas das amostras de suco integral e concentrado diafiltrado e 250% em
relacdo a massa de amostra em po.

Todas as amostras foram pesadas em quadruplicata, em tubos Falcon de 50 mL,
seguida da adicdo dos valores de 6leo previamente estipulados. Todas as solugdes de enzimas
foram utilizadas até no maximo 24 horas ap0s 0 seu preparo.
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4.2.10.1 Fase oral

A fase oral foi iniciada com a adicdo de 7 mL de solugcdo saliva, em cada tubo,
contendo a-amilase, mucina e uma mistura de sais (KCI, KSCN, NaH;PO4, NasPOs, Uréia,
NaCl, CaClz, como descrito por Oomen et al. (2003). Os tubos foram transferidos para o
banho orbital, a 37°C a 60 rpm por 10 minutos. Apds este tempo, o0s tubos foram transferidos
para banho de gelo, a fim de se inibir a acdo enzimatica.

4.2.10.2 Fase géstrica

Para a fase géstrica, inicialmente adicionou-se solugdo A (120 mM NaCl, 6 mM
CaCl2 e 5 mM KCI) até a marca de 30 mL de cada tubo proveniente da etapa oral. Em
seguida realizou-se agitacdo em vortex. O pH da solucdo de cada tubo foi ajustado para 2,5 £
0,1, utilizando HCI 1M. Apos isto, adicionou-se 2mL da solucdo de pepsina estoque (40
mg/mL HCI 100 mM ) em cada tubo. O volume foi ajustado para 40 mL com solugédo A de
modo que a concentracdo final de pepsina fosse de 2 mg/mL. Em seguida os tubos foram
incubados novamente em banho com agitacéo orbital por 1 h, nas mesmas condigdes descritas
anteriormente. Apds este tempo, os tubos foram colocados em banho de gelo, para inibir a
acdo enzimatica.

Figura 10: Etapas oral e géstricando ensaio de digestdo in vitro
4.2.10.3 Fase intestinal

Na fase intestinal, ajustou-se o pH dos tubos para 6,0 £0,1 atraves da adicdo de
NaHCO3 1M. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de solucdo estoque de extrato de bile
(40 mg extrato de bile/ mL NaHCO3100 mM) e 2 mL de solucdo estoque de pancreatina-
lipase (10 mg de pancreatina + 5 mg lipase/ mL NaHCOz 100 mM), e o pH foi ajustado para
6,5 + 0,2 com a adicdo de NaOH 1M. O volume foi aferido para 50 mL com a solucéo A e 0s
tubos foram colocados no banho com agitagéo orbital por 2 h, nas mesmas condic¢des descritas
anteriormente. Apds este tempo, os tubos foram transferidos para banho de gelo, para inibir a
acdo enzimatica.
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Figura 11: Etapa intestinal do ensaio de digestao in vitro
4.2.10.4 Preparo da fracdo micelar

Para a separacdo da fragdo micelar, os tubos retirados do banho de gelo provenientes
da etapa intestinal foram homogeneizados em vortex, sendo transferidos 15 mL para novos
tubos de centrifuga, centrifugados a 4000 g por 30 minutos. A fragdo aquosa foi nomeada
como fracdo micelar (FAILLA & CHITCHUMROONCHOKCHAL, 2005).

4.2.10.5 Quantificacdo dos carotenoides da matriz antes da digestéo in vitro

Os carotenoides foram extraidos e quantificados utilizando a metodologia proposta por
Rodriguez-Amaya (2001), conforme o item 4.2.8.

4.2.10.6 Extracgéo da fragdo micelar

A extracdo dos carotenoides da fragdo micelar foi realizada através da transferéncia do
contetdo dos tubos para funil de separagdo j& contendo 10 mL de éter de petréleo. Em
seguida, realizou-se a lavagem da fase organica com 200 mL de solucdo de NaSO4 2% para
eliminar possiveis residuos de fase aquosa. A fase organica foi filtrada em funil com 1a de
vidro contendo NaSOs anidro, e recolhida em baldo volumétrico ambar (FERNANDEZ-
GARCIA, MOSQUERA & PEREZ-GALVEZ, 2007). Posteriormente, realizou-se a leitura da
absorvancia do extrato etéreo a 470 nm em espectrofotémetro.

A bioacessibilidade foi calculada pela eficiéncia da micelarizagdo, ou seja, a razéo
entre a quantidade de carotenoides nas micelas e a quantidade presente na amostra inicial no
momento do ensaio da bioacessibilidade, como indica a Eq 2.

PN . . . ~ Licopeno na fragiao micelar ~
Eficiéncia de micelarizacdo = [ P fras ; I x 100 Equacéo 2
Licopeno na Matriz

4.2.11 Andlise estatistica dos dados
Os resultados foram submetidos ao tratamento estatistico para analise de variancia

(ANOVA), pelo teste de Tukey com significancia de 0,05, por meio do software XLSTAT
7,0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do processamento continuo de microfiltracéo/diafiltracdo para obtencao
do suco concentrado diafiltrado

O fluxo médio de permeado do processo esta representado pela Figura 10.
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Figura 12: Fluxo médio de permeado durante o processo de microfiltracdo/diafiltracao

Observou-se que o fluxo de permeado apresentou variagbes durante o tempo de
processamento. O fluxo massico inicial do processo foi de 74,1 kg.h.m, com temperatura
inicial de 18°C. Apds 60 minutos, com o aumento da temperatura do suco, foi observado um
aumento deste para 118,2 kg.h't.m. Entretanto, apés 120 minutos de processamento, com
fator de concentragdo do suco igual a 4,7, observa-se uma queda no fluxo, mesmo com a
temperatura tendo sido mantida em torno de 30°C, que pode ter sido causada pelo aumento da
viscosidade do suco obtida pela concentracdo do mesmo ao final do processo de
microfiltracdo.

Aos 126 minutos de processo, ap6s atingir um fator de concentracédo de 5,3, adicionou-
se 1 L de agua, para o inicio da diafiltracdo, levando a um aumento do volume e diminuicdo
da viscosidade, e por consequéncia, aumento do fluxo. Em seguida, adicionou-se mais 2,5 L
de agua, aumentando ainda mais o fluxo, obtendo-se um concentrado com 2 °Brix, quando o
processo foi finalizado.

5.2 Avaliago do suco integral de melancia
A Tabela 3 apresenta a caracterizacao fisico-quimica do suco integral de melancia.

Tabela 3: Caracterizacéo fisico-quimica do suco integral *

Determinagdes Integral

Solidos Totais (g/100g) 7,41+0,07
Acidez Total Titulavel (g/100g) 0,78+0,02
pH 5,52+0,01
Solidos Soluveis (°Brix) 7,00£0,00

1= valores médios de 3 determinagdes com seus respectivos desvios padrao.
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O suco apresentou valores de pH, sélidos totais e acidez total titulavel proximos aos
reportados na literatura (MIRANDA, 2005; GOMES,2009; OLIVEIRA, 2015). As pequenas
variacOes avaliadas podem ser justificadas por fatores como: estaddio de maturacdo, regido de
procedéncia, condic¢des climaticas e de cultivo dos frutos e a variedade estudada (CHITARRA
e CHITARRA, 2006).

Em relacdo ao teor de solidos solUveis, o0 suco utilizado nos experimentos apresentou
um valor igual a 7° Brix. Vale a pena ressaltar que este € um importante parametro de
qualidade para o consumo da melancia, pois esta diretamente relacionado ao estagio de
amadurecimento do fruto e refere-se, principalmente aos aclcares presentes na fruta. O
Regulamento (CE) N.o 1862/2004 da Unido Europeia, que estabelece a norma de
comercializacdo aplicavel as melancias, determina que a melancia deve ter um indice
refratométrico de no minimo 8 °Brix. Entretanto, na literatura, sdo reportados valores que
variam na faixa de 7,5 a 12,2 ° Brix, como indica o Quadro 1 (EMBRAPA, 2006; PERKINS-
VEAZIE & COLLINS; 2004; ARTES-HERNANDEZ et. al., 2010).

Quadro 1: Teor de sélidos soltveis de diferentes variedades de melancia.

Variedade Sélidos Soluveis Totais Origem Autor

(°Brix)
Crimson 7,55 Brasilia Ledo et al., 2006
Sweet
Rubi 7,40 Brasilia Ledo et al., 2006
Smile 10,60 Brasilia Ledo et al., 2006
Fairfax 8,70 Brasilia Ledo et al., 2006
Ferrari 7,77 Brasilia Ledo et al., 2006
Omaro 7,76 Brasilia Ledo et al., 2006
Yamato
Crimson 9,98 Rio Grande do Norte Neto et al., 2000
Sweet
Mickylee 9,8 Ceara Azevedo et al., 2005
Sugar Baby 7,19 Pernambuco Ramos, et al., 2009
Quetzali 8,00 Rio Grande do Norte Almeida et al., 2010

Os principais carotenoides encontrados no suco in natura estdo apresentados na

Tabela 4.
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Tabela 4: Perfil de Carotenoides do suco integral 2

Carotenoides Teor (ug/g) 2
Carotenoides Totais 52,75+ 1,29
[-Caroteno 6,58 £ 0,13

Licopeno 44,81 +1,22

1= Andlise realizada por CLAE; 2= Valores médios de 3 determinagdes; ® = Resultados
expressos em base Umida

Os resultados encontrados indicam que o trans-licopeno é o carotenoide majoritario no
suco de melancia. Este composto representou 85% dos carotenoides totais do suco de
melancia integral perante a 13% de B-Caroteno. Tais valores encontrados reforgam os estudos
de Niizu e Rodriguez-Amaya (2003) que evidenciaram o licopeno como o principal
carotenoide em amostras de melancia. O teor de licopeno encontrado nesta amostra também
vai de encontro a avaliacdo feita por Kim et al. (2014) que encontraram valores que variavam
de 23,0 pg/g a 72,0 pg/g para diferentes cultivares de melancia. A Figura 10 apresenta o perfil
cromatogréafico dos carotenoides da amostra de suco de melancia integral.
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Figura 13: Perfil de carotenoides do suco de melancia integral

O teor de P-Caroteno do suco integral de melancia foi superior aos valores
encontrados por Rodriguez-Amaya et al. (2008) em melancias procedentes de dois diferentes
estados do Brasil. Estes autores encontraram, para este carotenoide, valores de 2,6 pg/g, para
os frutos de provenientes de Goias, e, 4,7 pg/g para os de Sao Paulo.

Tais variagOes também podem ser justificadas pelos efeitos climaticos e geograficos e
pelas diferentes variedades de melancia estudadas.

5.3 Avaliacdo das amostras de suco de melancia processadas por membranas e
liofilizacdo

A Tabela 5 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica do suco de melancia concentrado
diafiltrado e liofilizado.
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Tabela 5: Caracterizacéo fisico-quimica das amostras de suco de melancia concentrado
diafiltrado e liofilizado

Concentrado

Determinagdes Integral e P6
diafiltrado

Sélidos Totais (g/100g) 7,41+0,07 1,76+0,14 93,62+5,65

Acidez Total Titulavel 0,78+0,02 0,57+0,10 -

(9/1009)

pH 5,52+0,01 5,46+0,01 -

Solidos Solaveis (°Brix)  7,00+0,00 2,0+0,00 -

O processo de microfiltracdo seguido de diafiltracdo foi realizado com o suco de
melancia in natura até atingir-se um fator de concentracdo volumétrico igual a 6. O suco
concentrado diafiltrado ndo apresentou grandes variacdes de pH e acidez total titulavel,
quando comparado ao suco integral. Entretanto, observou-se uma drastica reducao no teor de
solidos totais e sélidos soluveis.

Em relagdo ao teor de solidos sollveis, a diafiltracdo reduziu, aproximadamente 3,5
vezes em relacdo ao suco de melancia, mostrando que este processo foi eficiente para
eliminacdo de soélidos sollveis, neste caso, representados, principalmente, por &cidos
organicos e por acgucares. Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira (2015) que,
apos realizar a diafiltracdo em suco de melancia obteve um suco concentrado com reducéo de
71% de frutose, 40% de glicose e 54% de sacarose. Baldasso et al. (2011) realizaram um
estudo para concentrar a proteina do soro de leite por ultrafiltragdo em associacdo com a
diafiltracdo, onde o fator de concentracdo dos processos foi igual a 6, e, a porcentagem inicial
da proteina no soro de leite era de 15%. Ao final dos processos, a proteina representou 71%
do soro de leite, indicando assim que o0s processos aplicados neste estudo foram adequados
para a concentracdo da proteina. Ao mesmo tempo, a diafiltracdo mostrou-se Util para reduzir
o0 teor de lactose do soro de leite, uma vez que inicialmente sua concentracdo era de 72%, e,
apds 0s processos, representava apenas 29%.

Com relacéo ao teor de solidos totais do suco liofilizado, este apresentou um aumento
de, aproximadamente, 53 vezes com relacdo ao suco retido e 13 vezes com relagdo ao suco
integral de melancia. O teor de umidade encontrado (6,38%) vai de encontro ao estudo de
Oliveira (2015), que ao microencapsular suco de melancia por spray drying usando diferentes
materiais de parede, encontrou teores de umidade entre 5,72 e 7,38%.

A Tabela 6 apresenta o perfil de carotenoides dos sucos de melancia concentrado
diafiltrado e liofilizado.
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Tabela 6: Perfil de Carotenoides dos sucos de melancia concentrado diafiltrado e liofilizado

. Integral Concentrado PO
Carotenoides Diafiltrado
_ Base Umida  52,75+1,29 273,30+16,22 13.608,18+1732,18

Carotenoides

Totais (ug/g)  Base seca 711,92+17,43 15.528,41+9,22 14.535,54+18,50
Base Umida  6,58+0,13 33,99+3,89 1.790,99+267,23

-Caroteno
(1g/9) Base seca 88,80+1,77 1.931,44+2,21 1.913,05+2,85
Base Umida 44.81+1,22 231,55+£9,18 10.550,11+1409,62
Licopeno (ug/g)

Base seca 604,72+16,47 13.156,06+5,21 11.269,08+1505,68

Com relacdo ao teor de licopeno, o suco retido apresentou 5,2 vezes mais que 0 suco
integral de melancia, sendo este muito préximo ao fator de concentracdo do processo,
evidenciando que este composto ndo permeia a membrana de microfiltracdo de 0,2 pum. A
pequena perda em relacdo do Fator de Concentracdo Volumétrico pode ser explicada pelas
possiveis reacOes de oxidacdo e isomerizagdo durante o processamento. Resultados
semelhantes também foram observados por Gomes (2009) quando microfiltrou suco de
melancia com membranas cerdmicas de tamanho médio de poros igual a 0,1 um. Razi et al.
(2012) estudaram o efeito do fouling ao microfiltrar o tomate, com o objetivo se obter um
suco clarificado. Entretanto, estes também observaram que o licopeno ficava retido pela
membrana. Os resultados obtidos ratificam a ideia de que € possivel concentrar o licopeno
para posteriores utilizaces pela industria farmacéutica ou de alimentos.

A amostra liofilizada apresentou um teor de licopeno, aproximadamente 236 vezes
maior que o suco integral. Os resultados mostram, ainda uma retengédo de 93,6 %, 99,05% e
85,66% de carotenoides totais, b-caroteno e licopeno, respectivamente, apds 0 processo de
liofilizacdo. Os resultados sdo contrarios ao observados por Oliveira (2015) que, ao
microencapsular suco de melancia por spray drying utilizando amido modificado,
maltodextrina e goma arabica como agentes encapsulantes, obteve retencdes de licopeno
iguais a 24,1%, 31,0% e 39,6%, respectivamente. Uma vez que o licopeno é um composto
muito sensivel ao calor, a maior retencdo deste observada na liofilizacdo pode ser explicada
pela baixa temperatura (-40°C) do processo. Vale a pena ressaltar que a secagem do suco
concentrado diafiltrado foi realizada sem a adicdo de material de parede, evidenciando a
eficiéncia do processo para obtencdo do produto em po.

5.4 Quantificacao dos carotenoides da matriz antes da digestéo in vitro

Devido a pequena quantidade de suco in natura para posteriores ensaios, foi necessario
realizar a obtencdo de nova amostragem através da higienizacdo e despolpamento de novos
frutos de melancia. Ao final, avaliou-se o teor de carotenoides desta nova amostra, que
apresentou uma concentragao superior a que havia sido analisada anteriormente, e o teor de
carotenoides totais nas amostras no momento da realizacdo dos ensaios de bioacessibilidade
variaram de 67,09 (ug/g) a 3964,27 (ug/g), como apresenta a Tabela 7.
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Tabela 7: Teor de carotenoides totais nas amostras de suco de melancia

Amostra Concentragao na amostra (ug/g)

Integral 67,09 £ 7,65
Concentrado diafiltrado 258,30 + 16,3
PO 3964,27 + 389,21

O produto em pd obtido pelo processo de liofilizacdo foi acondicionado em
embalagens de aluminio e armazenados em dessecadores a -18°C sob congelamento por cerca
de trés meses até a realizacdo dos ensaios de bioacessibilidade. Porém, os resultados mostram
que, mesmo em tais condi¢des de estocagem, ndo foi possivel evitar a perda de cerca de 71%
dos carotenoides totais presentes na amostra, quando comparada a primeira quantificacéo.
Essa deterioracdo pode ser justificada pela possivel entrada de oxigénio nas embalagens
durante o armazenamento, mesmo com a estocagem em dessecadores. O fato de nédo ter sido
utilizado nenhum material de parede na liofilizacdo, também pode ter favorecido a oxidacdo
dos carotenoides da amostra em pd. Ainda assim, o teor de carotenoides da amostra liofilizada
continuou bem mais elevado do que nas outras amostras.

5.5 Ensaios preliminares

Estes ensaios foram realizados a fim de estipular a massa de amostra a ser utilizada
nos ensaios de bioacessibilidade, que permitisse a leitura de absorvancia na faixa de 0,2 a 0,8
em espectrofotdbmetro. De acordo com Botelho (2011), massas superiores a 15 g de amostra
dificultam a homogeneizacdo durante 0 ensaio e, consequentemente a extracdo dos
carotenoides de sua matriz. Foram avaliadas entéo as massas de 5g e 10 g de suco integral.

Nos testes realizados com 5 g de amostra, ndo se obteve leitura de absorvancia,
impossibilitando a quantificacdo dos carotenoides. Entretanto, ao dobrar-se a quantidade de
amostra, ou seja, quando se utilizou 10g, foi verificado uma leitura de absorbancia na faixa de
0,3, optando-se, assim, pelo uso desta massa para avaliagdo do suco integral.

Por considerar a leitura obtida muito préximo da faixa inferior recomendada para
leitura de absorvancia em espectrofotdmetro, e por ndo ser indicado a utilizacdo de massas
maiores de amostra, optou-se por aumentar a concentracdo dos carotenoides dos sucos por
meio de processos de concentracdo por membranas, seguido de liofilizag&o.

Os carotenoides sdo compostos lipossollveis e sdo absorvidos de maneira semelhante
aos demais lipidios presentes na dieta, necessitando da formacdo de micelas na luz intestinal
para garantir sua solubilizagdo. Em funcéo disto, fez-se necessario adicionar uma fonte
lipidica ao meio, pois a formacdo das micelas mistas é dependente da presenca de gordura na
digestao.

Optou-se pelo uso do oOleo de canola uma vez que, em estudo realizado por Huo e
colaboradores (2007), ao avaliar a adicdo de 6leos comerciais (canola, cartamo e coco), foi
verificado que o Oleo de canola e cartamo apresentaram melhor eficiéncia de micelarizagédo
quando comparados ao 6leo de c6co. Os autores atribuiram este comportamento pela presenca
de &cidos graxos de cadeia longa (C18) em sua composicao, além disso, este trabalho também
mostrou que ndo houve diferenca significativa na micelarizagdo dos carotenoides em fungéo
do grau de insaturacdo dos acidos graxos C18. No 0leo de canola ha a predominéncia de tais
acidos graxos, como o oleico (C18:1) e o linoleico (C18:2), justificando assim 0 seu uso no
presente estudo.

Em relacdo a quantidade de 6leo adicionado, utilizou-se 5% p/p para as amostras de
suco integral e de suco retido (Giori, 2010). Entretanto, ao utilizar-se a mesma proporcao para
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a amostra em po, ndo foi possivel determinar a bioacessibilidade da mesma. Tal fato pode ser
justificado pela quantidade insuficiente de déleo para solubilizar o alto teor de carotenoides
presentes na amostra. Dessa forma, julgou-se necessario avaliar a influéncia da concentracédo
de dleo na bioacessibilidade dos carotenoides da amostra liofilizada. E, para tal, o teor de 6leo
a ser adicionado foi calculado a partir de uma correlacdo entre o teor de sélidos totais e
carotenoides da amostra de suco integral e da amostra liofilizada. Os resultados obtidos estéo
apresentados na Tabela 8.

5.6 Influéncia da concentracdo de 6leo na bioacessibilidade dos carotenoides na
amostra liofilizada

Os resultados da bioacessibilidade dos carotenoides da amostra liofilizada em funcao
da concentracdo de 6leo adicionado estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Influéncia da concentracdo de 6leo na bioacessibilidade dos carotenoides do p6

% de Oleo Concentragéo na ) o
Amostra o ) Bioacessibilidade (%0)
adicionada (p/p) micela (ng/g)
100 22,24 + 4,32 0,56%+0,11
150 26,83 + 4,54 0,68%+0,12
Liofilizada 200 40,63+£2,11 1,03°+0,05
250 54,25 + 5,45 1,37%+0,04
300 34,50 + 2,37 0,87°¢+0,06

Letras iguais na mesma coluna, sdo consideradas iguais com significancia de 95% pelo teste de Tukey.
1 =valores médios de 4 determinagBes com seus respectivos desvios

A adicdo de 100% e 150% de 6leo a amostra liofilizada ndo exerceu efeito
significativo no aumento da bioacessibilidade dos carotenoides, obtendo-se, nestas condicdes,
0s menores valores encontrados. Tal comportamento pode ser justificado pela baixa
quantidade de 6leo, que provavelmente ndo exerceu efeito satisfatdrio sobre a solubilizacdo
dos carotenoides na micela.

Em contrapartida, observou-se que um pequeno aumento da quantidade de o6leo
adicionada (de 150 para 200%) foi responsavel pelo aumento de cerca de 1,8 vezes da
concentracdo de carotenoides na micela apds a simulacdo da digestdo in vitro.

A micelarizacdo foi maxima apos a adicdo de 250% de oOleo, ratificando que a
guantidade de 6leo adicionado € um fator importante para a bioacessibilidade de carotenoides.

Entretanto, na presenca de 300% de 0Gleo, a eficiéncia de micelarizacdo foi diminuida,
resultando em uma queda da bioacessibilidade. Em func¢éo do alto teor de 6leo adicionado, a
hidrolise dos acidos graxos da cadeia do triglicerideo pela acdo da enzima pancreatina lipase
pode ter sido incompleta, formando uma fase lipidica coexistente com alta afinidade pelos
carotenoides, dificultando a formacéo das micelas. O mesmo comportamento foi observado
por Colle e colaboradores (2012) quando avaliaram a influéncia da concentragdo do 0leo de
oliva na bioacessibilidade do licopeno em polpa de tomate crua.

Em funcdo dos resultados obtidos, estipulou-se a concentragdo de 250% de Oleo de
canola como a melhor condi¢édo para a determinacdo da bioacessibilidade dos carotenoides do
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suco de melancia liofilizado por apresentar o ponto de maximo da eficiéncia de micelarizacéo,
como indica a Figura 12.
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5.7 Bioacessibilidade das amostras

Os resultados de bioacessibilidade dos carotenoides das amostras de suco integral,
suco concentrado diafiltrado e suco liofilizado estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados de bioacessibilidade das amostras de suco de melancia

Amostra Quantidade de Concentracdo na Bioacessibilidade (%)
Oleo adicionada micela (ng/g)

(Yop/p)
Integral 5% 1,33+0,15 2,22+0,16
Concentrado 5% 0,84 £ 0,15 0,36+0,03
diafiltrado
Po 250% 56,90 + 1,58 1,44+0,04

O suco integral apresentou a maior bioacessibilidade dentre as amostras, tendo uma
eficiéncia de micelarizagéo de 2,22%. Tal resultado vai de encontro ao obtido por Colle et al.
(2012) que, ao avaliar o licopeno do tomate, observaram uma eficiéncia de micelarizagéo de
1,9% apds a adicdo de 5% de lipidio.

Embora o suco retido tenha apresentado um teor de carotenoides aproximadamente 4
vezes maior que o suco integral, ndo foi verificado efeito da concentracdo sobre a
bioacessibilidade, sendo esta, aproximadamente, 6 vezes menor. Tal fato pode ser justificado
pelo provavel aumento do teor de fibras durante o processo de concentragdo, as quais influem
negativamente na bioacessibilidade dos carotenoides, provavelmente, pela interacdo destas
com os acidos biliares, o que dificulta a formacgdo das micelas. Riedl e colaboradores (1999)
estudaram o efeito da adicdo de diferentes tipos de fibras como a celulose, pectina, goma
guar, alginato, celulose e farelo de trigo na bioacessibilidade destes compostos. Neste estudo,
uma refeicdo padronizada, suplementada com uma mistura de carotenoides era
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disponibilizada para mulheres jovens e saudaveis. Os autores concluiram que a adi¢cdo das
fibras levou a uma diminuicéo da resposta plasmatica principalmente do licopeno e da luteina.

Além disso, o ainda alto teor de agua do suco concentrado diafiltrado pode ter
prejudicado a extragdo dos carotenoides da matriz devido ao carater hidrofébico que estes
compostos possuem, favorecendo sua permanéncia no interior dos cromoplastos.

A amostra em po apresentou um valor de bioacessibilidade 4 vezes maior que a
amostra de suco concentrado diafiltrado, o que pode ser justificado pelo efeito do menor teor
de &gua sobre a extracdo dos carotenoides da matriz, mencionado anteriormente, associado ao
fato da amostra ter sido finamente moida, o que aumentou a superficie de contato desta com o
6leo de canola, as solugdes enziméticas e os sais biliares durante as etapas da digestdo in
vitro.

Ainda que a amostra liofilizada e os sucos de melancia in natura e retido possuam o
licopeno como carotenoide majoritario, ndo se pode afirmar que somente este composto foi
liberado da matriz alimentar para ser micelarizado. De acordo com Failla e
Chitchumroonchokchai (2005), quanto mais apolar for o carotenoide, mais dificil serd a sua
micelariza¢do. Sendo o -caroteno menos apolar que o licopeno, em funcdo da presenca do
anel B-ionona nas extremidades da sua cadeia, € possivel que neste caso, tenha ocorrido
apenas a micelarizagcdo deste, mesmo que 0 seu teor seja pequeno.

Oliveira (2011), ao avaliar a melancia, observou que o licopeno era o carotenoide
majoritario, com 35ug/g frente a 2,5 ng/g de [-caroteno. Entretanto, ao avaliar a
bioacessibilidade dos carotenoides desta mesma amostra, encontrou valores de 29,7% para o
[3-caroteno e de 4,3% para o licopeno.
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6 CONCLUSAO

O processo de microfiltracdo seguido da diafiltracdo foi capaz de concentrar o
licopeno da melancia, fornecendo assim um produto com baixo teor de solidos soltveis. A
liofilizacdo se apresentou como um bom processo de concentragdo do licopeno, visto que
levou a pequenas perdas deste composto.

Os produtos obtidos, bem como o suco in natura, foram caracterizados em relacéo a
composicao fisico-quimica.

Foi possivel obter dois produtos com alto teor de licopeno e baixo teor de agucares,
sendo um liquido e outro em po, tendo assim, potencial aplicacdo na industria farmacéutica ou
alimenticia, como corante.

O modelo de digestdo in vitro foi apropriado para investigar a bioacessibilidade dos
carotenoides dos produtos obtidos a partir de suco de melancia, uma vez que viabilizou a
quantificacdo destes compostos na fracdo micelar apds a digestao in vitro. Entretanto, analises
cromatograficas poderiam ser aplicadas para se avaliar melhor o comportamento destes
compostos frente a esta metodologia estudada.
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