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Resumo - O extrato concentrado de carotenoides (ECC) é um produto de
intensacoloragdoamarela, obtidoapartirdasfibrasresiduais doprocessamento
do pedunculo do caju. Dentre as suas possiveis aplicagdes, destaca-se o seu
uso como um corante alimentar, podendo vir a ser um substituto de corantes
artificiais que sdo cada vez menos aceitos pelo consumidor. Porém, o
conhecimento de sua estabilidade frente ao armazenamento prolongado faz-
Se necessario, uma vez que os carotenoides — que sao os componentes que
conferem cor ao extrato —sao reconhecidamente instaveis, podendo vir a sofrer
mudangas em sua estrutura (oxidacdes, polimerizagdes, etc.), acarretando
alteracdes de sua cor. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a estabilidade do ECC frente ao armazenamento refrigerado (5 °C)
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por um periodo de 180 dias. O ECC foi obtido por metodologia padrdo do
Laboratério de Processos Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical,
que contempla tratamento enzimatico das fibras, seguido de prensagens
sequenciais para obtencao de extrato e microfiltragcao/diafiltracdo. O extrato
obtido foi pasteurizado (85 °C por 30 segundos), envasado a quente em
garrafas de vidro ambar de 200 mL e armazenado a 5 °C. No tempo O e a
cada 30 dias, as seguintes analises foram realizadas: solidos soluveis, pH, cor
(L*, a* e b*), polifendis extraiveis totais, carotenoides totais, potencial zeta e
analises microbioldgicas. Os resultados indicaram que o ECC n&o apresentou
alteragdes significativas para os principais parametros avaliados, como
carotenoides e cor, mantendo a coloragdo amarela intensa e apresentando-
se como seguro, do ponto de vista microbiolégico, durante todo o periodo
de armazenamento (180 dias). Porém, apés 150 dias de armazenamento,
foi verificada uma reducgdo intensa no conteudo de polifendis extraiveis
totais e uma diminuigcéo significativa de seu potencial zeta, indicando uma
instabilidade da emuls&o. Esses resultados limitam o uso do ECC, sendo
indicado o seu uso por até 150 dias de armazenamento refrigerado (5 °C).

Palavras-chave: Anacardium occidentale, fibras, armazenamento refrigerado.
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Carotenoid Concentrated Extract Obtained
from Cashew Peduncle Fiber: Stability
under Refrigerate Storage (5°C)

Abstract - The concentrated carotenoid extract (ECC) is a product presenting
intense yellow color, obtained from the residual fibers of cashew apple
processing. Among its various applications, the use as food colorant to replace
artificial dyes is promising. However, the knowledge of its stability for the long-
term storage is necessary, since the carotenoids - which are the components
that confer color to the ECC - are recognized as unstable, being susceptible
to changes in their structure (oxidations, polymerizations etc.) altering their
color. In this sense, the objective of the present work was to evaluate the
stability of the ECC through storage at cold temperature (5°C) for 180 days.
The ECC was obtained through standard methodology of the Laboratory of
Agroindustrial Processes (Embrapa Agroindustria Tropical), which includes
sequential fiber pressings, enzymatic treatment and microfiltration. The
obtained extract was then pasteurized (85°C for 30 seconds) and hot packed
in 200 mL amber glass bottles and stored at 5°C. The following analysis
were done at time 0 and at every 30 days: soluble solids, pH, color (L*, a*
and b*), total extractable polyphenols, total carotenoids, zeta potential and
microbiological analyses. The results indicated that ECC did not present
significant changes, such as in carotenoid contents and color, maintaining an
intense yellow color and microbiological safety throughout the storage time.
However, there was an intense reduction in extractable polyphenol contents
and a significant decrease in its zeta potential after 150 days of storage. These
results limit the use of ECC to up to 150 days of refrigerated storage (5 °C).

Keywords: Anacardium occidentale, fiber, refrigerate storage.
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Introducao

O caju (Anacardium occidentale) € considerado uma das principais culturas
frutiferas do Nordeste, sendo composto de castanha (“fruto verdadeiro”)
e pedunculo (ou “pseudofruto”). O principal negécio da cajucultura é a
comercializagao de sua castanha. Do pedunculo, apenas uma pequena parte
de sua producao € aproveitada industrialmente na elaboragdo de polpas,
bebidas, doces, etc. Segundo Lima (2007), o grande desperdicio do pedunculo
€ devido a concentragéo da produgao em poucos meses do ano (que ocorrem
principalmente entre os meses de agosto a novembro), a sua reduzida vida
util e a falta de opgdes para seu consumo. Adicionalmente ao seu baixo
aproveitamento pela industria, a extragdo do suco gera aproximadamente
40% de fibras residuais que sdo geralmente descartadas ou subutilizadas na
elaboracao de ragao animal (Abreu et al., 2013).

O extrato concentrado de carotenoides (ECC) vem sendo estudado
na Embrapa Agroindustria Tropical ha alguns anos como forma de
aproveitamento das fibras residuais da industrializagdo do pedunculo do caju,
visando a diversificagao e agregagéo de valor ao produto. O ECC ¢ obtido a
partir do tratamento enzimatico da fibra, seguido de sucessivas prensagens
e concentrado por um processo de microfiltragdo. O produto € uma emulsao
composta por carotenoides e agua, apresentando uma coloragdo amarela
intensa (Abreu et al., 2013). Essa tonalidade & de grande interesse da
industria de alimentos como um substituto de corantes amarelos artificiais
(como tartrazina, por exemplo), 0os quais sdo cada vez mais indesejaveis
pelo consumidor (Volp et al., 2009). Adicionalmente, além de ser natural e da
capacidade de conferir cor ao produto ao qual é adicionado, os carotenoides
podem exercer diferentes atividades biologicas (Férnandez-Garcia et al.,
2012), sendo uma outra importante vantagem no seu uso pela industria de
alimentos.

O processo agroindustrial para obtencdo de ECC e sua caracterizagao
completa ja foram reportadas anteriormente (Abreu et al., 2013). Porém,
ainda nado foram conduzidos estudos a respeito de sua estabilidade,
aspecto fundamental quando se vislumbra uma aplicacdo comercial do
produto. Com relagdo aos carotenoides, diversos sédo os relatos a respeito
de problemas relacionados a sua instabilidade frente a diferentes condi¢des
de processamento e armazenamento. Isso ocorre porque, ao mesmo tempo
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em que o sistema de ligagdes conjugadas confere cor a estes compostos,
também os tornam muito suscetiveis a isomerizagdo e oxidagdo, sendo
essas umas das maiores limitagdes tecnoldgicas quando consideramos
0 uso de carotenoides como corante em alimentos (Rodriguez-Amaya,
2016; Guaraldo, 2010; Ghidouche et al., 2013). Além disso, em sistemas
heterogéneos — como é o caso do ECC — podem ocorrer interages entre a
fase dispersa e o dispersante (Silva, 2014), sendo que a separagéo dessas
fases é outro fator critico na sua estabilidade.

Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a estabilidade do
extrato concentrado de carotenoides (ECC) obtido da fibra do pedunculo do
caju armazenado por até 180 dias sob refrigeragéo (5 °C).

Material e Métodos

Matéria-prima

Cajus (Anacardium occidentale L.) do clone CCP-76 foram adquiridos
no campo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical em Pacajus,
Ceara. Apds a remocgao da castanha, lavagem e sanitizagdo, os pedunculos
passaram pelo processo de prensagem, utilizando-se prensa do tipo Expeller
para remogao do suco. As fibras residuais do processo foram armazenadas
sob congelamento (- 20 °C) até o momento do uso para obtengéo do extrato
concentrado de carotenoides (ECC).

Obtencao do extrato concentrado de carotenoides (ECC)

O processo de obtengéo do extrato concentrado de carotenoides (ECC)
seguiu o protocolo descrito por Abreu et al. (2013). Inicialmente, as fibras de
caju foram misturadas com agua (1:1, m/m) e enzima Ultra Pectinex SP-L
(500 ppm), permanecendo por 1 hora em repouso a 50 °C em um tacho
encamisado. Em seguida, a mistura foi prensada em uma prensa do tipo
helicoidal continua (Incomap 300) por seis ciclos consecutivos, com a
incorporagéo do extrato as fibras em cada ciclo de prensagem. Ao final do
sexto ciclo, as fibras foram separadas do extrato e submetidas a mais uma
prensagem, em que foi obtida uma suspensao de cor amarela. A suspensao
foi pré-fitrada através de uma malha de ago inoxidavel de 0,3 mm para
remover grandes particulas em suspensao e centrifugada por 5 minutos a
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4135 g. O extrato foi entdo acondicionado em sacos de polietileno, congelado
(- 18 °C) e estocado até que fosse realizada a etapa de concentragéo por
microfiltracao.

A microfiltragdo foi realizada em escala de laboratério, utilizando-se
um equipamento piloto de bancada com um conjunto de 4 membranas
ceramicas de 6xido de aluminio monotubulares em série (MEMBRALOX
Pall-Exekia), com area total de filtracdo de 0,022 m? e diametro médio
de poro de 0,2 uym. A pressao transmembrana média foi de 2,75 bar,
com temperatura controlada a 40 °C (£ 2 °C). O processo foi conduzido
sempre com o uso do fator de reducédo volumétrica de 14 (FRV = 14).
Terminada a microfiltragdo, as impurezas hidrossoluveis foram eliminadas
por diafiltragcdo e na sequéncia o ECC obtido foi pasteurizado (85 °C/30
segundos), envasado a quente em garrafas de vidro ambar com tampa
rosqueavel de 50 mL e armazenado sob refrigeragéo (5 °C). O fluxograma
do processo para obtengédo do ECC encontra-se na Figura 1.

Peddnculo do caju )
* Extragdo do suco — Suco integral
Fibras residuais )

Agua —» * <— Enzima

Maceragéo

v

Prensagem sequencial

v

Filtragcdo e centrifugagao

Y

Microfiltragao e diafiltragéo

v

Pasteurizagéo

v

( Envase a quente )

A M M
) U U U U

( Armazenamento sob refrigeracdo )

Figura 1. Fluxograma de processamento para obtencdo do extrato concentrado de
carotenoides (ECC).
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Analises quimicas, fisico-quimicas,
fisicas e microbioldgicas

Todas as analises foram realizadas um dia apds o processamento térmico
(tempo 0) e a cada 30 dias de armazenamento a 5 °C. As analises foram
conduzidas até que o ECC néo atendesse a algum dos seguintes critérios:
perda superior a 30% de carotenoides, alteragdo significativa de cor, da
seguranga microbioldgica ou do potencial zeta (instabilidade da emulsao). As
analises foram realizadas em triplicata.

Sélidos soluveis (SS)

Foram determinados de acordo com o método n°® 932.12 da AOAC (1995),
por leitura direta da amostra a 20 °C em refratdmetro digital de bancada.

pH

Foi determinado por leitura direta em potencidmetro (Mettler DL 12) com
membrana de vidro, aferido com tampdes de pH 7 e 4, conforme AOAC
(1995).

Cor

Foi realizada a determinagédo da cor utilizando-se colorimetro de marca
MINOLTA modelo CR 300 (parametros L*, a* e b*). Os resultados foram
expressos por meio do diferencial de cor (AE), calculado segundo equagao
abaixo:

AE = /(AL)? + (Aa)? + (Ab)?

Polifendis extraiveis totais (PET)

Os polifendis extraiveis totais foram determinados por meio do reagente
de Folin-Ciocalteau, utilizando-se uma curva padrdo de acido galico como
referéncia, conforme medotologia descrita por Larrauri et al. (1997). Os
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resultados foram expressos em miligramas de equivalente ao acido galico
por 100 gramas do extrato (mg eq AG/100 g).

Carotenoides totais (CT)

Os carotenoides totais foram determinados seguindo-se as recomendacgdes
de Rodriguez-Amaya (2001) apos extragdo com acetona e hiflosupercel
(celite) e particdo com éter de petréleo. Os resultados foram expressos em
microgramas de carotenoides totais por grama do extrato (ug/g).

Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela mensuragcdo da mobilidade
eletroforética da particula dispersa em um campo elétrico. Para isso,
100 mL foram diluidos em 5 mL de agua deionizada, homogeneizados
até a completa dispersdo e submetidos a analise para a determinagao
do potencial zeta (Malvern Nano ZS). A classificagdo de cada suspensao
como estavel ou instavel seguiu indicacédo de Lieberman et al. (1989), que
considera a suspensao como estavel quando possui um valor absoluto
maior que 25 mV de potencial zeta.

Analise microbiolégica

A qualidade microbiologica do ECC foi avaliada pela determinacdo de
coliformes fecais (MNP/mL) e E. coli, contagem de fungos filamentosos e
leveduras e deteccdo de Salmonella spp., conforme a metodologia descrita
no manual FDA's Bacteriological Analytical Manual (Andrews; Jacobson;
Hammack, 2014; Feng; Weagant, 2002). O estudo foi realizado com trés
repeticdes, cada uma constituida por cinco unidades amostrais.

Analise estatistica

Os dados obtidos no periodo experimental (0 a 180 dias) foram avaliados
por anadlise de regressdo, utilizando-se a rotina RSREG do programa
estatistico SAS (1996). Com essa ferramenta, além da significancia do
modelo completo, é testada a contribuicdo dos coeficientes dos termos
lineares, quadraticos puros e da interagao.
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Resultados e Discussao

Estabilidade fisico-quimica e quimica

A Tabela 1 apresenta os valores médios das analises fisico-quimicas
e quimicas durante 180 dias de armazenamento em temperatura de
refrigeracao (5 °C) do extrato concentrado de carotenoides (ECC). Nessa
Tabela, também s&o apresentados o valor p do termo linear, do termo
quadratico e do modelo completo para cada variavel. Observa-se que,
das variaveis analisadas, apenas carotenoides totais (CT) e o parametro
a* da cor ndo apresentaram modelo de regressao significativo (valor p do
modelo > 0,05). Observando-se os valores médios de cada tempo de
armazenamento apresentados na Tabela 1, fica claro que, durante 180 dias
de armazenamento, ndo houve variagao significativa no teor de carotenoides
(B-caroteno) e na intensidade da cor amarela relacionada a presenca desses
carotenoides. O extrato permaneceu com cerca de 50 pg/g do inicio ao
final do periodo de armazenamento, com variagdes inferiores a 2%. Alves
(2014), avaliando o uso de um extrato de pequi encapsulado, observou
que a degradacéao dos carotenoides foi maior de acordo com o aumento da
temperatura de armazenamento dos extratos (5 °C < 25 °C < 40 °C). Porém,
mesmo apdés 100 dias de armazenamento, os autores reportaram perdas
de carotenoides inferiores a 10% quando o armazenamento ocorreu a 5 °C.
Hojjati et al. (2014), apds estudarem a estabilidade de cantaxantina, também
microencapsulada e armazenada em trés diferentes temperaturas (4 °C,
25 °C e 45 °C), mostraram que a redugdo no teor de cantaxantina dependeu
da temperatura de armazenamento. Os autores reportam que, ao final de 100
dias de armazenamento, a redugdo da cantaxantina armazenada a 4 °C foi
inferior a 5%. Além disso, a 25 °C ocorreu até 58% de redugao, enquanto
a 45 °C houve redugéo total no teor de cantaxantina. No presente trabalho,
além da temperatura de armazenamento utilizada para o ECC e o uso de
vidro ambar — que protege os carotenoides da exposig¢do a luz — outro fator
que pode ser considerado importante para a estabilidade dos carotenoides foi
a presenca dos polifendis, que podem ter atuado como agentes antioxidantes,
protegendo os carotenoides ali presentes.

Os parametros analiticos que apresentaram modelo de regressao
significativo foram também apresentados na forma grafica (Figura 2), onde se
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encontra a equacgédo de ajuste com o respectivo R2. Como o termo quadratico
das variaveis pH, SS, PET e L* nao foi significativo (p quadr > 0,05, Tabela 1), os
dados obtidos para esses parametros foram ajustados por um modelo linear.
Observa-se que durante o periodo de armazenamento refrigerado (5 °C)
houve uma pequena diminuigdo do pH (4,24 para 4,12) e um ligeiro aumento
nos solidos soldveis (2,70 para 2,90). Entretanto, essas alteragbes séo téo
pequenas que, em termos praticos, pode-se dizer que elas nao alteraram a
qualidade do ECC durante sua estocagem por 180 dias.

Para os polifendis extraiveis totais (PET), observou-se uma reducgéo
de 58% de seu conteudo ao final do armazenamento. Diversos sédo os
trabalhos — principalmente com frutas in natura e sucos - que apontam que
o armazenamento prolongado pode ocasionar oxidagbes enzimaticas e
quimicas dos compostos bioativos (Wojdyto et al., 2014; malec et al., 2014;
Sadecka et al., 2014; Février et al., 2017; Reque et al., 2014). Resultado
similar ao desta pesquisa foi observado por Silva et al. (2010), que avaliou a
estabilidade de um corante concentrado de antocianinas (compostos fendlicos)
extraido das cascas de jabuticaba, armazenado sob refrigeragao (10 °C) ou
em temperatura ambiente (25 °C). Os autores observaram um decréscimo
significativo do conteudo de polifendis totais durante o armazenamento por 21
dias, que ocorreu em ambas as temperaturas estudadas (Silva et al., 2010).
Por sua vez, Ferracini (2015), trabalhando com a estabilidade de um corante
de jabuticaba liquido e encapsulado, observou perdas que variaram de 11%
a 15% no conteudo de polifendis totais com o armazenamento do material em
temperatura ambiente (25 °C) por 7 dias.

Com relagdo a cor, as variagdes observadas nos valores de L* e b*,
apesar de significativas, foram minimas. Com base no Delta E calculado
com os valores dos parametros da cor do inicio e do final do periodo de
armazenamento (AE = 1,4), pode-se afirmar que o ECC néo sofreu alteragao
de cor perceptivel, uma vez que este valor foi inferior a 2. Segundo Mokrzycki
e Tatol (2011), valores de AE inferiores a 2 indicam que somente pessoas
treinadas conseguem perceber diferencas entre as amostras. Dessa forma,
pode-se afirmar que ndo foram observadas alteragées na cor do ECC durante
180 dias de armazenamento sob refrigeragéo. Este resultado é extremamente
importante quando se vislumbra o uso do ECC como corante alimentar.
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Figura 2. Parametros quimicos e fisico-quimicos do extrato concentrado de
carotenoides (ECC) que sofreram variagéo durante o armazenamento por 180 dias.

Estabilidade fisica (potencial zeta)

Segundo a literatura, os sistemas s&o considerados estaveis quando
possuem um valor absoluto maior que 25 mV (Lieberman et al., 1989). Acima
desse valor, as forgas repulsivas predominam em relagdo as atrativas de
London, logo o sistema estéa disperso. Quando o potencial zeta é relativamente
baixo, menor que 25 mV (valor absoluto), as forgas atrativas predominam em
relacao as repulsivas e as particulas se aproximam, floculando e podendo
levar a separagdo de fases (Silva, 2014).

Levando-se em consideragdo a definicdo de Lieberman et al. (1989),
pode-se observar que o ECC apresentou uma boa estabilidade da emulsao
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somente até o periodo de 150 dias, sendo instavel a partir de 180 dias de
armazenamento refrigerado (5 °C). De uma maneira geral, o potencial zeta
foi o grande limitador da estabilidade do ECC. De fato, até este periodo nao
houve alteragdes das caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e fisicas
fundamentais para o uso do ECC como corante alimentar, principalmente
relacionados a estabilidade dos carotenoides e, consequentemente, de
sua cor.

Tabela 2. Potencial zeta do extrato concentrado de carotenoides (ECC) obtido da fibra
do pedunculo do caju durante o armazenamento refrigerado (5 °C).

Tempo de Z:ir::)zenamento Pote::i\:;l; zeta Estabilidade

0 25,02 £ 0,04 Estavel
30 -37,40 £ 1,11 Estavel
60 -32,52 + 0,48 Estavel
90 -28,68 + 0,40 Estavel
120 -31,76 £ 0,48 Estavel
150 - 30,46 + 0,93 Estavel
180 - 13,64 £ 0,54 Instavel

Estabilidade microbiolégica

Os resultados da avaliagao da estabilidade microbioldgica do ECC durante
o periodo de armazenamento sao apresentados na Tabela 3.

A presenca de Salmonella spp., coliformes fecais e E. coli ndo foram
constatadas nas amostras de ECC durante todo o periodo de armazenamento.
Esses resultados indicam condi¢des sanitarias satisfatorias e que o produto
atende aos padrées microbiolégicos estabelecidos pela legislagdo (Anvisa,
2001).

De uma maneira geral, a populagdo de fungos filamentosos e leveduras
variou de < 10 a 8,1 x 10" UFC/mL durante os 180 dias de armazenamento
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refrigerado. A baixa contagem observada para esse grupo de microrganismos
indicou que o ECC foi processado sob condi¢des adequadas de higiene e
sanitizagdo. Além disso, a presenga de microrganismos aerobios mesofilos
nao foi constatada no ECC durante todo o periodo de armazenamento
(180 dias).

Tabela 3. Avaliacdo da qualidade microbiolégica do extrato concentrado de
carotenoides (ECC) obtido da fibra do pedunculo do caju durante o armazenamento
refrigerado (5°C).

T d Aerobi Colif Fungos
empo de erovlo O'fflormes - glamentosos Salmonella spp-
armazenamento mesofilos fecais e E. coli I d (Auséncia/25mL)
(dias) (UFC/mL)  (NMP/mL) e(lfl‘:’g/ “BS
m

0 Auséncia < 3* <10* Auséncia

30 Auséncia < 3* <10* Auséncia

60 Auséncia < 3* <10* Auséncia

90 Auséncia < 3* <10* Auséncia

120 Auséncia < 3* 3,0 x 10° Auséncia

150 Auséncia < 3* <10* Auséncia

180 Auséncia < 3* 8,0 x 101 Auséncia

* Limite de detecgdo do método.

Conclusao

O extrato concentrado de carotenoides (ECC) obtido da fibra do pedunculo
do caju apresentou estabilidade até 150 dias de armazenamento refrigerado
(5 °C), sendo limitado pela estabilidade fisica do material (potencial zeta).
Além disso, durante esse periodo, ocorreu uma intensa redugéo no conteudo
de polifendis extraiveis totais. Porém, até os 150 dias, o produto nao
apresentou alteragbes do conteudo de carotenoides e de sua cor, gerando
uma interessante perspectiva quando se vislumbra o seu uso como corante
alimentar.
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