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RESUMO

A pitaia (Hylocereus polyrhizus) vem se desenvolvendo muito bem no Brasil, em estados como
Séo Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Ceard, facilitando assim o cultivo e a
comercializacdo por todo o pais. Algumas caracteristicas desse fruto vém chamando a atencao
de consumidores e pesquisadores, como o conteudo de minerais, presenca de compostos
antioxidantes e principalmente a sua coloracdo atraente, esta estando ligado ao alto teor de
betalainas. Desta forma podemos considerar seu uso potencial como corante natural a fim de
substituir corantes artificiais utilizados comercialmente, que quando usados acima do valor
permitido vem causando problemas a saude dos consumidores. Assim, este estudo objetivou
caracterizar corante de pitaia, oriundo da espécie Hylocereus polyrhizus, avaliar sua
estabilidade de armazenamento por meio de anélises quimicas, fisico-quimicas,
microbioldgicas e utilizando técnicas de UPLC-ESI-QTOF-MSE combinada com ferramentas
estatisticas, além de verificar sua potencial aplicacdo em iogurtes por meios de testes sensoriais
e compara-los com produtos comerciais que utilizam corante carmim ou beterraba como corante
alimentar em suas formulagdes. Os resultados mostraram que 0 UPLC-ESI-QTOF-MSE foi
eficaz para a determinacdo simultanea de vinte metabdlitos, identificados como carboidratos,
flavonoides e betalainas. O CPVPM mostrou estabilidade microbioldgica e fisico-quimica até
doze semanas de armazenamento e as analises quimiométricas distinguiram eficientemente o
perfil metabdlico em cada periodo de armazenamento. A andlise sensorial revelou que o
CPVPM foi eficiente como corante alimentar, especialmente em iogurte, melhorando a
qualidade da cor sem afetar o aroma e outras caracteristicas. Estes resultados indicam que o
CPVPM, um corante natural, € um ingrediente alimentar promissor como corante vermelho-

parpura natural.

Palavras-chave: Hylocereus polyrhizus (F.A.C. Weber) Britton & Rose. UPLC-ESI-QTOF-
MSE. Estabilidade. Microfiltragéo. logurte.



ABSTRACT

The pitaya (Hylocereus polyrhizus) has been developing very well in Brazil, in states like S&o
Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Ceard, thus facilitating the cultivation and
commercialization throughout the country. Some characteristics of this fruit have been
attracting the attention of consumers and researchers, such as the mineral content, presence of
antioxidant compounds and mainly its attractive coloring, this being linked to the high content
of betalains. Thus, we can consider its potential use as a natural dye in order to replace artificial
dyes used commercially, which when used above the allowed value has been causing problems
to the health of consumers. Thus, this study aimed to characterize dye of pitaia, from the species
Hylocereus polyrhizus, to evaluate its storage stability through chemical, physical-chemical,
microbiological analyzes and using UPLC-ESI-QTOF-MSE techniques combined with
statistical tools, in addition to verify their potential application in yoghurts by means of sensory
tests and compare them with commercial products that use carmine or beet dye as food coloring
in their formulations. The results showed that UPLC-ESI-QTOF-MSE was effective for the
simultaneous determination of twenty metabolites, putatively identified as carbohydrates,
flavonoids, and betalains. The MRPPC was shown to have microbiological and
physicochemical stability through twelve weeks of storage, and chemometric analyses
efficiently distinguished the metabolic profile in each storage period. Sensory analysis revealed
that the MRPPC was effective as a food colorant in yogurt, where it improved color quality
without affecting aroma and other characteristics. These results indicate that MRPPC is

promising food ingredient as a natural red-purple colorant.

Keywords: Hylocereus polyrhizus (F.A.C. Weber) Britton & Rose. UPLC-ESI-QTOF-MSE.
Stability. Microfiltration. Yogurt.
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1. INTRODUCAO

A cor desempenha um papel importante no aprimoramento do apelo estético dos
produtos alimenticios. Os corantes sdo comumente usados para recuperar a perda da cor natural
dos alimentos como resultado de procedimentos de processamento de alimentos (por exemplo,
tratamento térmico, acidificacdo, etc.) e melhorar a aparéncia dos produtos alimentares (YEE;
WAH, 2017). A preocupacao publica sobre os efeitos nocivos possiveis ou comprovados dos
corantes artificiais para alimentos tem motivado a busca por fontes naturais de corantes
(SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017). Consequentemente, pigmentos naturais extraidos de
fontes bioldgicas, como plantas, fungos, bactérias e algas, atrairam aten¢ao significativa (LIMA
et al., 2020).

O uso do corante natural carmim, um pigmento derivado da escama de inseto
cochonilha (Dactylopius coccus Costa), recebeu criticas generalizadas por causa de sua origem
“nao-vegana”, conteudo indesejado de aluminio em lagos carmim, problemas microbiologicos
recorrentes e capacidade de induzir reagdes alérgicas (SCHWEIGGERT, 2018). A busca por
fontes alternativas de carmim ganhou impulso em todo o mundo porque ¢ uma das cores mais
comumente usadas para preparacdes de frutas e laticinios (por exemplo, iogurte de morango)
(ROCA; LEMONNIER; ROUBILLE, 2015).

Algumas categorias principais de pigmentos vegetais incluem antocianinas e outros
flavonoides, carotenoides, clorofilas e betalainas. Esses ultimos sdo uma classe de pigmentos
naturais que incluem betaxantinas amarelas e betacianinas. Por muito tempo, a beterraba
vermelha ¢ considerada a Unica fonte de betalainas e usada exclusivamente para atender a 10%
da demanda global total de corantes alimentares (SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017).
No entanto, os pigmentos de beterraba t€ém grandes desvantagens devido a co-presencga de
sabores intensos € aromas, como a geosmina da terra e varios derivados de pirazina, que nao
sdo aceitos por alguns consumidores (SCHWEIGGERT, 2018).

Nos ultimos anos, novas fontes promissoras de betalainas foram relatadas
(ESATBEYOGLU et al., 2015; SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017), incluindo as
espécies Hylocereus. Nesse contexto, a pitaia (Hylocereus polyrhizus (FAC Weber) Britton &
Rose) ou fruta do dragdo atraiu a atencdo como uma fonte potencial de corantes naturais, devido
a sua casca vermelho-purpura e cor da polpa (SANTOS et al., 2020), além de suas propriedades
funcionais, como atividade ansiolitica (LIRA et al., 2020). Em termos agronOmicos €
ambientais, a pitaia cresce e se multiplica facilmente em terras aridas/secas, o que implica um

menor investimento para o seu cultivo. Portanto, essas plantas podem ser
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usadas como fonte de fitoquimicos e como racdo animal apos a extragdo do corante
(SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017). Nesse contexto, a betalaina extraida da pitaia
como fonte alternativa de beterraba vermelha € promissora.

Neste estudo objetivou caracterizar o corante de pitaia vermelho-parpura
microfiltrado, avaliar sua estabilidade de armazenamento por meio de analises quimicas, fisico-
quimicas, microbiolégicas e utilizando técnicas de UPLC-ESI-QTOF-MSF combinada com
ferramentas estatisticas, além de verificar sua potencial aplicagdo em iogurtes por meios de

testes sensoriais.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Aspectos gerais da pitaia

A pitaia, também conhecida como “Fruta Dragdo”, pertence a familia das cactaceas
(MERCADO-SILVA, 2018). Existem 18 espécies de pitaia, dentre elas a Hylocereus undatus,
H. costaricensis, H. polyrhizus, Selenicereus megalanthus, S. setaceus exibem diferentes cores
de casca, variando do vermelho-purpura ao amarelo; de polpa branca ou vermelho-ptrpura;
além de formatos diversos e presenca ou ndao de espinho (GUNASENA;
G.PUSHPAKUMARA; KARIYAWASAM, 2007; ALVARADO et al., 2003; JUNQUEIRA et
al., 2010).

A pitaia foi encontrada nas Américas Central e do Sul, devido ao clima destas regides
ser mais propicio ao seu desenvolvimento (MERCADO-SILVA, 2018). Os dois paises que mais
se destacam na produ¢do mundial dessa fruta, sio Colémbia e México, entretanto, estao sendo
cultivadas em varios outros paises, como: Venezuela, Costa Rica, Nicaragua, Malasia,
Tailandia, Taiwan, Australia, China, Brasil, dentre outros (JAMILAH et al., 2011; ABREU et
al., 2012; EE et al., 2014).

O cultivo de pitaia (Hylocereus sp.) no Brasil teve inicio com a espécie H. undatus na
década de 90, no estado de Sdo Paulo. A partir dos anos 2000, outras espécies foram inseridas,
como a H. polyrhizus e a pitaia do Cerrado, Selenicereus setaceus (NUNES et al., 2014;
JUNQUEIRA et al. 2010). A regido de Catanduva, em Sao Paulo, se destaca como maior
produtora do fruto no pais, ocorrendo a producdo entre os meses de dezembro a maio
( PROHORT, 2014; ABREU et al., 2012). Atualmente, Sao Paulo ainda se sobressai sendo
seguido por Rio Grande do Sul, Minas gerais e Parana, em termos de produ¢do (PROHORT,
2019).

O Programa Brasileiro de Modernizagdo do Mercado Hortigranjeiro (PROHORT),
afirma que a comercializagdo da pitaia no pais teve inicio em 2005 (PROHORT, 2019). Em
2017, dados da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP)
informam que foram comercializados mais de 604.891 Kg do fruto (CEAGESP, 2017). Apesar
de Sdo Paulo se sobressair, outros estados também estdo desenvolvendo cultivos comerciais,
como: Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Norte, Ceara
e Pernambuco (SILVA, 2014). Em 2019, a regido Sudeste se sobressaiu em termos de
comercializacao e a regiao Nordeste ficou em 4° lugar precedido da regido Sudeste, Sul e Norte,

respectivamente (Tabela 1) (PHOHORT, 2019).
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Tabela 1. Comercializagdo de pitaia por regido do Brasil em 2019.

Ano Comercializagdo Centro-oeste Nordeste Norte Sudeste Sul
2019 7.547 Kg 46.748 Kg 127.638 Kg  717.453 Kg 440.101 Kg

Fonte: PROHORT, 2019

O Ceara apresenta regides de cultivo, durante todo o ano, em areas da Chapada do
Apodi, Limoeiro do Norte, Quixeré, Beberibe e Vale do Jaguaribe. A area de cultivo de pitaia
no estado, em 2014, representava 15 hectares, atualmente houve um aumento e ja sdo cerca de
40 hectares (NUNES et al., 2014; OLIVEIRA, 2019). O Ceara, em 2019, alcangou 5° lugar em
volume comercializado no pais, representando 3,9% (45.224 Kg) do total nas CEASAS, ficando
atras de Sao Paulo com 51%, Santa Catarina (17,8%), Rio Grande do Sul (16,9%) e de Minas
Gerais com 7,6% (PROHORT, 2019). O Estado do Ceara apresenta um enorme potencial para
o ano de 2020, se destacando juntamente com Estados do Sudeste e Sul, onde até o0 momento

j& comercializou 30.879 Kg de pitaia, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2.Comercializacdo de pitaia por Estado no Brasil em 2019 e 2020.

Ano Comercializagdo CE MG SP PR RS SC
2019 45224 Kg 88981 Kg 598.929Kg 32512Kg 198.395Kg  209.194 Kg
2020 30.879Kg 45.475Kg 348208 Kg 34.227Kg  33.132Kg  146.315Kg

Fonte: PROHORT, 2019

Dentre as espécies de pitaia existentes, a Hylocereus polyrhizus (FAC Weber) Britton
& Rose esta listada como sendo uma das mais produzidas e comercializadas no Brasil, perdendo
apenas para a Hylocereus undatus (REZENDE et al.,, 2017). Esta espécie apresenta
caracteristicas sensoriais e de aparéncia peculiares e atrativas (ALVES; MONTEIRO;
POMPEU, 2018), exibindo colora¢ao vermelho-purpura (Figura 1), tanto na polpa quanto na
casca, polpa delicada e firme, com pequenas sementes de cor escura bem dispersas por toda a
polpa. Também vale salientar, que o sabor suave e agradavel e o valor nutricional estdo
despertando um novo olhar para esse fruto (ABREU et al., 2012). Desta forma, vem sendo
consumido ndo somente de forma natural, mas também como sorvetes, sucos, vinhos e

adicionado em saladas (ALVES; MONTEIRO; POMPEU, 2018).
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Figura 1. Pitaia (Hylocereus polyrhizus (FAC Weber) Britton & Rose)

Fonte: Autora

A pitaia Hylocereus polyrhizus (FAC Weber) Britton & Rose possui alto teor de
umidade, poucos lipidios e proteinas, possui acidez baixa, porém o que desperta maior interesse
em estudos cientificos ¢ a quantidade de compostos bioativos, especialmente pigmentos e
compostos fendlicos, comumente relacionados com a defesa do vegetal, mas quando ingeridos
na alimentacdo, mesmo em concentragdes baixas, tem papel antioxidante (MANACH et al.
2004; NUNES et al., 2014).

O fruto ¢ citado como fonte de algumas substancias, como vitaminas E, Bi, B> e B3,
acido ascorbico, flavonoides, tocoferol, betalainas e alguns minerais, como magnésio, potassio,
calcio, onde dependendo da espécie essas substincias se apresentam em maior ou menor
concentracao (SIES & STAHL. 1995; WICHIENCHOT, JATUPORNPIPAT, RASTALL, 2010;
KUNNIKA, PRANEE, 2011; CORDEIRO et al., 2015; VIZZOTTO et al., 2016; GARCIA-
CRUZ et al., 2017). Apresenta alto conteido de fibras alimentares, principalmente fibras

insoluveis, baixo valor calérico e 6mega-3 (COELHO et al., 2020).
2.2. Compostos bioativos da pitaia e potencial biolégico

A presenca de compostos bioativos na pitaia est4 relacionada ao seu sistema de defesa
contra ataques de insetos e radiagdo ultravioleta (NUNES et al., 2014). Estudos realizados por
Wichienchot, Jatupornpipat, Rastall (2010) e Choo, Koh, Ling (2016) sugeriram que na polpa
de pitaias brancas e vermelhas (H. polyrhizus) ha alguns oligossacarideos de diferentes pesos
moleculares com propriedades prebioticas semelhantes a frutoligossacarideos e oligofrutoses.
Esses apresentaram certa resisténcia a acidez estomacal e capacidade de estimular o
crescimento e atividade de lactobacilos e bifidobactérias, que sdo bactérias presentes no cdlon,

contribuindo para a saude (ESQUIVEL; ARAYA QUESADA, 2012).
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Dentre os frutos de cactos, a pitaia Hylocereus polyrhizus (FAC Weber) Britton & Rose
se destaca como sendo a que possui maiores concentragdes de betalainas (BARQUERO;
MADRIGAL, 2010). A betalaina um pigmento vegetal, ainda pouco estudado quando
comparado a carotenoides, clorofila e antocianinas. Esse pigmento estd em evidéncia por
apresentarem coloracdo atraente, atividade antioxidante, dentre outros fatores (ADNAN;
OSMAN; HAMID, 2011; RAVICHANDRAN et al., 2013; IMTIYAJ KHAN, 2016).

O consumo de substancias com propriedades antioxidantes promovem uma maior
protecao contra danos oxidativos que ocorrem naturalmente, em nosso organismo, captando os
radicais livres que causam estresse (MELLO et al., 2015; SARMENTO, 2017). Existem relatos
que as betalainas sdo também responsaveis por propriedades antimicrobianas e
antinflamatodrias, podendo ser capazes de reduzir o risco de cancer ¢ de problemas
cardiovasculares e propriedades hepatoprotetoras (GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2015;
RAZAK et al., 2017). Também pode reduzir os efeitos da diabetes mellitus, através da redugao
do estresse oxidativo (COELHO et al., 2020).

Estudos realizados com pitaias do semiarido brasileiro da espécie H. polyrhizus
detectaram compostos bioativos de betalainas, tanto betacianinas quanto betaxantinas
(SARMENTO, 2017). Nesse estudo, o autor afirmou que a atividade antioxidante da pitaia esta
correlacionada com os polifendis e as betacianinas, resultados semelhantes também foram

encontrados por Wu et al. (2006) e Adnan, Osman, Hamid (2011).
2.3. Betalainas

Betalainas sdo pigmentos naturais que possuem em sua estrutura, dcido betalamico
adicionado de radical nitrogenado, podendo ser radicais com moléculas mais simples ou mais
complexas, com isso a coloracdo também serd alterada, abrangendo desde vermelho até o
amarelo, passando pelo vermelho-purpura, modificando, assim, também sua estabilidade
(VOLP, RENHE, STRINGUETA, 2009). Nao apresentam toxicidade, sdo soliveis em agua e
podem ser usadas em diversos alimentos, visto que, atuam de maneira eficiente em uma ampla
faixa de pH, entre 3 e 7, tendo 6timo de estabilidade do pigmento em pH 3 a 5. Dessa
forma, pode ser adicionado em uma grande variedade de alimentos (VOLP, RENHE,
STRINGUETA, 2009; MELLO et al., 2015; MONTES-LORA et al., 2016).

Podem encontradas em raizes, flores e frutos. As principais fontes desses compostos
sdo beterraba (Beta vulgaris L.), frutos de cactos como pitaia (Hylocereus spp.) € opuntia
(Opuntia spp.), flores do amaranto vermelho (Amaranthus cruents L.), acelga, dentre outros

(GONCALVES et al.,, 2015). As beterrabas possuem uma variedade de tons, estando
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relacionado ao percentual referente a composi¢cdo de suas betalainas, sendo em sua maioria
betacianinas, cerca de 80% tendo maior ocorréncia de betaninas e seus isomeros, como nas
pitaias da espécie Hylocereus spp (KUJALA et al., 2001). Outras betalainas sao encontradas
nas beterrabas em menor quantidade, betanidina, prebetaninas e seus isdmeros
(PRECZENHAK; KLUGE, 2016). Diferente do que corre com a pitaia Hylocereus spp., nas
beterrabas as betaxantinas aparecem em sua composicdo vulgaxantina I, II e indicaxantinas

(KUJALA et al., 2001; KLUGE; PRECZENHAK, 2016).
2.3.1. Formaciao das betalainas: betacianinas e betaxantinas.

A formagao das betalainas ocorre a partir da condensagao do acido betalamico (Figura
2a) com um composto amino, que pode ser o ciclo-DOPA (Figura 2b) e seus derivados de
glicosil, formando as betacianinas (Figura 2c), de coloracdo vermelho-purpura e quando
condensadas com um aminoacido ou seus derivados, formam as betaxantinas (Figura 2d), de
coloragdo amarela (SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017). As betaxantinas se mostram
menos estaveis que as betacianinas. As mais conhecidas sdo a indicaxantina e vulgaxantina I,
onde a primeira possui em sua estrutura uma por¢ao de prolina e a segunda uma de glutamina
(STINTZING; SCHIEBER; CARLE, 2002).

Reacdes de acilagdo e glicosilagdao dos carbonos 5 e 6 na posi¢ao orto, sdo responsaveis
pela formagao das betacianinas (Figura 2a) com diferentes estruturas. A partir dessa diferenca,
as betacianinas sdo classificadas, como: betanina (Figura 3a), gomfrenina, amarantina e
buganvilina essa divisdo se baseia na mudanca na estrutura quimica (POLTURAK; AHARONI,
2018). A ligacdo que ocorre no grupo glicosil a ligagdo de oxigénio na posic¢do orto do ciclo-
DOPA ¢ responsavel pela diferenca entre as quatro classes (SLIMEN; NAJAR;
ABDERRABBA, 2017;).

Figura 2. Estrutura do 4cido betalamico (a), ciclo-DOPA (b), betacianinas (c) e betaxantinas (d).
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Fonte: Slimen, Najar e Abderrabba (2017) e Imtiyaj Khan, Girdhar (2015).

No caso das pitaias (Hylocereus sp.), o grupo de betacianinas que sdo encontradas com
maior frequéncia sdo as betaninas. Estas se caracterizam por possuir uma hidroxila ligada ao
carbono 6 e um grupo glicosil ligado carbono 5, além de possuir em sua estrutura quimica uma
betanidina (Figura 3b), que se distinguem por apresentarem hidroxilas nos carbonos 5 ¢ 6 e sdo
formadas pela acila¢ao do acido betalamico e o ciclo-DOPA (HARRIS, JAVELLANA, DAVIS,
2012; STINTZING et al., 2004). Outras substancias que estdo presentes nas pitaias sdo as
filocactinas (Figura 3c), que possuem um malonil ligado a glicose no carbono 6; a 2’-O-
apiosilfilocactina, que apresenta uma pentose (apiose) ligada ao carbono 2 na posi¢ao orto; 2-
descarboxy-betanidina, formada a partir da condensacdo do &cido betalamico com a 2-
descarboxy-ciclo-DOPA (formada pela oxidacdo da dopamina); 2-descarboxy-betanina,
constituida pela substituicdo da hidroxila por grupo glicosil no carbono 5 da 2-descarboxy-
betanidina e o 6’-O-malonil-2-descarboxy-betanina, formado a partir da substancia
anteriormente citada, onde ha a insercao de um grupo malonil na parte glicosidica no carbono
6, na posicao orto (IMTIYAJ KHAN; GIRIDHAR, 2015; STRACK, VOGT, SCHLIEMANN,
2003; SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017).

Figura 3. Estrutura da betanina (a), betanidina (b), filocactina (c), 2"-O-apiosilfilocactina (d),

2-descarboxy-betanidina (e), 2-descarboxy-betanina (f) e 6’-O-malonil-2-descarboxy-betanina
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Fonte: Slimen, Najar, Abderrabba (2017), Imtiyaj Khan, Girdhar (2015) e Goncalves et al. (2015)

2.3.2. Fatores que afetam a estabilidade das betalainas

A estabilidade das betalainas no decorrer do processamento e armazenamento pode ser
afetada por diversos fatores e envolve reagfes de isomerizacdo, desglicosilacdo, hidrolise,
descarboxilacdo e desidrogenacdo (ESQUIVEL, 2016). A alteragdo da estabilidade do
pigmento tem como consequéncias perda da coloracdo e reducdo de suas propriedades
funcionais, bem como, formagdo de novos compostos (HERBACH; STINTZING, 2006).

Temperatura, atividade de agua, luz, pH, presenca de oxigénio e de ions metalicos, e
tambeém a acgdo de algumas enzimas, como: as [3-glucosidases, polifenoloxidases, catalase e
peroxidases, que vdo promover a descoloracdo do pigmento, sdo 0s principais responsaveis por
alterar a estabilidade das betalainas (HERBACH; STINTZING; CARLE; 2006; IMTIYAJ
KHAN, 2016).
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As betalainas sdo moléculas sensiveis ao calor, onde o aumento da temperatura
promove também a elevacdo da taxa de degradacdo do pigmento, sendo indicado o uso de
temperaturas entre 50-60 °C para o0 processamento e abaixo de 10 °C, para o armazenamento,
sem que as betalainas sofram grandes alteracdes (AZEREDO, 2009; ESQUIVEL, 2016). A
degradacdo em virtude do uso de temperaturas inadequadas promove a perda da cor ou
escurecimento desse pigmento (SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017).

O pH, geralmente, ndo promove grandes alteracdes na estabilidade das betalainas
devido se comportarem de maneira estavel em uma ampla faixa de pH, entre 3 e 7,entretanto as
betacianinas apresentam uma estabilidade maior em pH 5,5, enquanto as betaxantinas, entre 4
e 7 (ESQUIVEL, 2016). Com valores de pH abaixo de 2 e acima de 8, ocorre a degradacéo do
pigmento, havendo a liberacéo de acido betalamico. O pH muito &cido promove a isomerizacdo
de betanina e betanidina, formando isobetanina e isobetanidina (STINTZING et al., 2004,
AZEREDO, 2009). O éacido betalamico pode condensar depois com ciclo-DOPA ou
aminoacidos para formar as betalainas novamente (SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA,
2017).

Em relagdo a atividade de agua, valores abaixo de 0,63 promovem uma maior
estabilidade, ocorrendo uma maior degradacdo com valores acima de 0,64 (MARTINS et al.,
2017). A reducdo dos niveis de oxigénio em contato com a betalaina promove a reducdo da
degradacéo do pigmento (AZEREDO, 2009). Por fim, recomenda-se que para obter uma maior
estabilidade das betalainas, no geral, apresentem valores de pH de cerca de 5 e sejam
armazenados em temperaturas abaixo de 10 °C, para permitir a regeneragdo das betalainas a

partir de produtos de degradagdo (SCHWARTZ. VON ELBE, 1983).
2.4. Corantes alimenticios

A classe de atributo sensorial em que primeiramente ¢ levada em conta na hora da
compra, por parte do consumidor, ¢ a aparéncia do alimento. A cor desempenha um papel
importante na aceitabilidade, estando responsdvel por 75% da avaliacdo feita pelos
consumidores, sendo muitas vezes usada para indicar qualidade, sabor e também valor
nutricional. Para que se obtenha uma aparéncia adequada, as vezes, ¢ necessaria a adi¢cdo de
algum aditivo alimentar (SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017; FOOD INGREDIENTS, 2016;
ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011).

A Portaria SVS/MS N° 540/97 define aditivos alimentares, como qualquer ingrediente
adicionado de forma intencional aos alimentos, tendo como objetivo promover mudangas

quimicas, fisicas ou sensoriais, em diferentes etapas, como: fabricagdo, processamento,
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preparo, embalagem, armazenamento, transporte ou manipulagio; sem ter a finalidade de nutrir.
Os aditivos podem possuir diversas fun¢des, como: espessantes, acidulante, antiespumante,
antiumectante, antioxidante, edulcorante, geleificantes, corante, dentre outras (BRASIL, 1997).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢ a responsavel por
controlar o uso de corantes alimenticios e se baseia nas normas estabelecidas pela Join
FAO/WHO Expect Comittion on Food Additives (JECFA), pelo Codex Alimentarius, dentre
outros. Segundo a Resolugcdo da ANVISA - CNNPA N° 44/77, corantes sao definidos como
substancias ou mistura de substancias que tem por finalidade atribuir, intensificar ou restaurar
a cor de um alimento ou bebida. Essa resolucdo também traz a classificacdo dos corantes,
corante organico natural, corante inorganico, caramelo, caramelo (processo amonia) e por fim,
organico sintético, que se divide em corante artificial e corante organico sintético idéntico ao
natural (BRASIL, 1977).

Os corantes artificiais podem ser definidos como corante organico que nao ¢
encontrado em produtos naturais (BRASIL, 1977). Muitos alimentos sdo submetidos a adi¢ao
de corantes artificias em decorréncia de degradacdo do pigmento durante o processamento, em
especial nos que envolvem o uso de calor na qual ocorrem maiores alteragdes; para intensificar
a cor original; para haver padronizagdo; dar cor a alimentos que ndo a possuem ou melhorar a
aceitagdo pelos consumidores. Apesar de possuirem maior estabilidade (luz, calor, oxigénio e
pH) quando adicionados nas matrizes alimentares € uma maior possibilidade de cores, ndo
possuem nenhum valor nutritivo (NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN; CHIEWCHAN,
2016).

O Brasil permite a utilizacdo de alguns corantes artificias: amarelo crepusculo, azul
brilhante FCF, bordeaux S ou amaranto, eritrosina, indigotina, ponceau 4R, tartrazina e o
vermelho 40 (FOOD INGREDIENTS, 2016). A ANVISA autoriza o uso desses corantes e
através de estudos toxicologicos mostram que se forem utilizados dentro dos limites maximos
estabelecidos ndo causam nenhum mal a satide, entretanto, muitos outros estudos alegam seu
possivel poder cancerigeno, ainda podendo causar alergias e irritagdes dermatologicas, quando
utilizado em excesso (HAMERSKI, REZENDE, SILVA, 2013). Dessa forma, o uso de corantes
naturais estd em alta demanda no mercado, que vem buscando alimentos mais naturais que

sejam livres de aditivos artificiais (SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017).
2.4.1. Corantes naturais

Conforme Resolugao da ANVISA - CNNPA N° 44/77, corante natural ¢ considerado

aquele obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido
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isolado com o emprego de processo tecnoldgico adequado. Exemplos: clorofila, caramelo,
carotenoides, xantofilas, antocianinas (BRASIL, 1977). Os corantes naturais possuem diversas
cores, menos que os sintéticos, mas ddo uma colora¢ao mais natural quando adicionados, podem
ser benéficos a saude, além de serem biodegradaveis (RAZAK et al., 2017). O interesse por
esta substituicdo ¢ em decorréncia de muitos corantes artificiais, quando usados fora do limite
permitido, estarem se mostrando causadores de doencas em consumidores, como citado
anteriormente (CELLI, BROOKS, 2017). Apesar dos beneficios, os corantes naturais
apresentam menor estabilidade se comparados aos artificiais, sendo afetados pela oxidagao, pH,
luz e temperatura, além de necessitar de maiores custos para sua produgdo (STINTZING,
CARLE, 2007; RAZAK et al., 2017).

Os pigmentos naturais que mais sdo explorados sdo os de fonte vegetal, devido seu
poder de pigmentacdo sdo carotenoides, antocianinas, betalainas, clorofila. Porém
comercialmente os mais empregados na industria alimenticia sdo os extratos de urucum,
carmim de cochonilha, curcumina, antocianinas € as betalainas. O carmin de cochonilha, é um
corante utilizado em alimentos com pH superior a 3,5 e tem como principal constituinte o acido
carminico, que ¢ extraido a partir de fémeas dessecadas de insetos da espécie Dactylopius
coccus Costa. Esse inseto vem sendo utilizado para obtengdo de corantes de coloragdo
avermelhada (FOOD INGREDIENTS, 2016; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011;
MULLER-MAATSCH; GRAS, 2016).

Ha uma crescente conscientizagdo por parte dos consumidores em relagao aos corantes
alimentares, com isso o carmim de cochonilha vem recebendo criticas em decorréncia de sua
origem animal, ou seja, ndo-vegana, além de possuir certo teor de aluminio em sua composi¢ao
e por alguns consumidores ao saberem que sdo obtidos a partir de insetos se sentem nauseados.
(SCHWEIGGERT, 2018; MULLER-MAATSCH; GRAS, 2016).

As betalainas sdo uma opcao em substituicdo ao uso do carmim de cochonilha, visto
sua coloragdao semelhante, avermelhada. Esse pigmento natural ¢ um dos quatro mais
importantes pigmentos com origem vegetal que podem ser utilizados como corante natural em
alimentos (ESQUIVEL, 2016). Sao bastante eficazes quando utilizadas como corantes naturais,
além de apresentar vantagens diante de outros, como serem hidrossoluveis; alto poder corante,
sendo trés vezes mais potente que as antocianinas (SORIANO-SANTOS et al., 2007,
POLTURAK; AHARONI, 2018). Alguns fatores podem promover sua instabilidade,
principalmente luz e altas temperaturas, como citado anteriormente (HERBACH; STINTZING;
CARLE, 20006).

O pigmento da betalaina ¢ comumente associado a beterraba vermelha, que apresenta
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valores consideraveis deste composto. Mesmo possuindo origem natural, corantes obtidos de
beterrabas podem transmitir sabores indesejaveis, pois sua composi¢do ¢ rica em nitratos,
pirazinicos e geosmina, que trazem sabor residual terroso, tornando desagradéavel se adicionado
em alguns alimentos (SANTOS et al, 2016; SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017;
STINTZING; CARLE, 2007). A pitaia (Hylocereus polyrhizus) também possui esse pigmento,
podendo ser usado como fonte de obtengdo do corante de betalaina (LIRA et al, 2020). Alguns
métodos podem ser utilizados na obtencao de corantes de betalainas, como: ultrassom, extracao
aquosa, microndas, separacao por membranas, dentre outros (AKBAR HUSSAIN; SADIQ;
ZIA-UL-HAQ, 2018).

2.5. Separacio por membrana: Microfiltracio

Os processos de separagdo por membranas ocorrem por meio da permeabilidade do
meio filtrante a compostos presentes no material a ser processado, necessitando de aplicagao de
uma forga para que ocorra a separagao (CRUZ, 2008). Os principais métodos de separagdo sao:
microfiltracdo, ultrafiltra¢do, nanofiltragdo, osmose reversa e dialise (VERGARA et al., 2015).
Os trés primeiros tem funcionamento semelhante ao processo de filtracdo e ocorrem de acordo
com tamanho das particulas; os outros dois baseiam-se na reten¢do de moléculas de baixa massa
molecular e em diferenga de concentragio, respectivamente (CORREA, 2016).

A microfiltracdo utiliza membranas com poros em torno de 0,1 ¢ 10 pm (100 e 10.000
nm), sendo capazes de reter particulas em suspensdo e bactérias. Usam barreiras artificias
seletivas com objetivo de separar particulas de tamanhos diferentes. As membranas podem ser
fabricadas de varios materiais como polimeros, ceramica ou metal (CRUZ, 2008; VERGARA
etal., 2015).

De acordo com que ha alimenta¢do do material a ser filtrado, na membrana, a forca
motriz, aplica um gradiente de pressdo e faz com que as particulas se desloquem
tangencialmente, desta forma as menores penetram na membrana e transpassam para o outro
lado, sendo chamado de permeado, € o que fica na membrana sem transpassa-la ¢ chamado de
retido ou retentado ou concentrado tendo particulas maiores que as do permeado (CORREA,

2016). Pode-se observar como isso acontece na Figura 4.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1674205217303076#bib130
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Figura 4. Processo de filtragdo por membrana, representacdo do permeado e retido.
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O fluxo de permeado (Jp), ou seja, a velocidade com que estd ocorrendo a
microfiltracdo ¢ medida através da formula Jp = m/ (ptA), onde “m” refere-se a massa de
amostra de permeado, “p” ¢ a massa especifica da 4gua, “t” ¢ o tempo em que os dados foram
coletados e 0 A esta relacionado a area efetiva de filtragdo da membrana (VERGARA et al.,
2015).

Varios pontos podem ser citados como vantagens em sua aplicagdo como: promovem
gasto energético baixo, pois, a quantidade de energia necessaria para seu funcionamento ¢
pouca; podem ser usadas combinadas com outros processos; sao faceis de usar; ndo necessitam
de adi¢do de agentes quimicos e os processos sdo realizados em temperaturas baixas, permitindo
manter componentes termosensiveis (CORREA, 2016; CRUZ, 2008; CASSANO, CONIDI,
DRIOLI, 2010). O processo também apresenta algumas desvantagens, como custo elevado para
repor membrana e reducdo do fluxo de permeado com o passar do processo (CRUZ, 2008).
Utiliza-se quando ha necessidade ou desejo de obter um produto sem promover alteragdes
significativas nas propriedades sensoriais e nutricionais (CORREA, 2016; MATTA, CABRAL,
SILVA, 2004). Cruz (2008) avaliou o efeito desse tratamento com membranas, em relacao a
compostos bioativos e atividade antioxidante em agai e observou que realmente mantem esses
compostos semelhantes ao fruto in mnatura. De forma semelhante, Vergara et al. (2015)
conseguiram obter um suco de pera de cacto roxo com elevado teor de fendlicos e betalainas,

apresentando também atividade antioxidante.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Matéria-prima

Os frutos de pitaia maduros (Hylocereus polyrhizus (F.A.C. Weber) Britton & Rose)
foram fornecidos pela Frutacor, localizada no Vale do Jaguaribe, Ceara, Brasil (05 © 5326 " S;
38°37'19 " W), em seguida transportados para a Embrapa Agroindustria Tropical, armazenados
em camara de refrigeracdo a 7°C (+ 2°C) até que houvesse o processamento. Os frutos foram
lavados, em dgua corrente, para retirada de residuos e posteriormente foram higienizados (200

ppm de dgua clorada por 15 minutos).
3.2. Obtencao do corante de pitaia vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM)

As etapas para obtencdo do corante de pitaia vermelho-pirpura microfiltrado
(CPVPM) estdo descritos no fluxograma da Figura 5. Inicialmente os frutos foram cortados em
quartos, juntamente com a casca, que foram removidas manualmente. O despolpamento foi
realizado em despolpadeira (marca Itametal, Bonina 0,25 df), onde os frutos descascados foram
coados através de uma peneira (1 mm), separando polpa e semente (SANTOS et al., 2020).

O corante de pitaia vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM) foi produzido na planta
piloto de processamento de alimentos do Laboratdrio de Processos Agroindustriais da Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara - Brasil. Para isso, a polpa de pitaia foi tratada com
Pectinex® Ultra AFP (2000 mg L', tratado a 40 °C, durante 45 min a 150 rpm), em Shaker
(Marca New Brunswick™ Innova® 44, modelo Incubador Shaker Series), em seguida a enzima
foi inativada a 80 °C por 5 minutos (adaptado de ‘ALIAA; MAZLINA; TAIP, 2009). A polpa
foi filtrada através de um sistema de microfiltragdo composto por quatro modulos de membrana
ceramica tubular dispostos em série (industria Pall, modelo Membralox, Saint-Germain-en-
Laye, Franca) (0,2 um de didametro dos poros). Depois, a parte permeada foi concentrada até
63 °Brix em concentrador a vacuo (Tecnint). A temperatura de evaporagao foi de 40 = 5 °C,
pressdo de vacuo de 700 mmHg. O CPVPM foi acondicionado em garrafas de vidro

transparente de 150 mL e armazenado a 7 °C (« 2 °C) e submetido a analises especificas.



Figura 5. Fluxograma de obtencao de corante de pitaia vermelho-purpura microfiltrado.
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3.3. Métodos de Analises
3.3.1. Composicao centesimal
3.3.1.1. Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método Dumas (VELP Scientifica, modelo
Dumas NDA 702). O método consiste na determinagdo de nitrogénio e proteina através da

combustio da amostra, ocorrendo a redugdo, separagdo e deteccdo das substancias analisadas.
3.3.1.2. Lipidios

O conteudo lipidico total foi determinado foi determinado pelo método Am 5-04
(AOCS, 2005; ANKOM, 2009) utilizando o sistema de extracdo de alta pressdo ¢ alta

temperatura em equipamento automatico analisador de gordura (ANKOM, modelo XT15).
3.3.1.3. Cinzas

As amostras foram pesadas em capsulas de porcelana taradas anteriormente e
incineradas em forno mufla a 550 °C durante 6 horas. Posteriormente foram resfriadas em

dessecador por 1 h e pesadas (método 923.03 — AOAC, 2016).
3.3.1.4. Umidade

Seguiu-se o método 934.01 (AOAC, 2016), onde as amostras foram colocadas em
cadinhos de porcelana e levados a estufa com circulagdo de ar em temperatura de 70 °C + 5 °C,

para remogao de dgua por aquecimento.
3.3.1.5. Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado a partir da diferenga entre o total da amostra,
que representa os 100% e os valores obtidos a partir das analises de proteinas, lipideos, cinzas

e umidade (AOAC, 2005), seguindo a equagao abaixo:
Carboidratos% = 100 - (Proteinas% + Cinzas% + Umidade% + Lipidios%) (Eq. 1)
3.3.2. Analise de minerais

As amostras foram digeridas seguindo os procedimentos descritos por Miyazawa et al.

(2009) com algumas modificagdes. Uma aliquota (1,0 g) foi colocada em um tubo de digestao
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e reagiu por toda a noite com acido nitrico e acido perclorico (3: 1 v/v). A digestdo foi realizada
utilizando um bloco seco do digestor a 200 °© C por 4h. Apos o resfriamento, o volume foi
completado até 50 mL com dgua deionizada e filtrado através de um papel de filtro quantitativo.
Os brancos foram preparados de maneira semelhante as amostras. As digestdes foram
analisadas por espectrometria de emissdo Optica de plasma acoplada indutivamente (Agilent,
modelo 5100, Mulgrave, Australia) para fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, sddio,

cobre, ferro, zinco € mangangs.
3.3.3. Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua (aw) foi medida a 25 °C usando um medidor de atividade de agua

(Aqualab Decagon Devices Inc. Pullman, modelo Pawkit, Washington, EUA).
3.3.4. Sdlidos soliveis

O teor de s6lidos soluveis foi determinado utilizando um refratdmetro digital (Atago,
modelo Pocket PAL-3, Toquio, Japdo) a 20 °C. Os resultados foram expressos em °Brix,

conforme recomendado por AOAC (2016).
3.3.5. Colorimetria

A cor foi medida em um colorimetro (HunterLab, modelo ColorQuest XE, Virginia,
EUA), através do método de reflexdo especular exclusa, com resultados baseados em trés
coordenadas de cores: L * (claro/escuro), a * (vermelho/verde) e b * (amarelo/azul). Os
resultados também foram expressos como diferencial de cor (AE), calculado de acordo com a

Eq. (1), de acordo com Mokrzycki e Tatol (2011):
AE = ((AL")’ + (Aa*)* + (Ab"))" (Eq. 2)
3.3.6. Potencial hidrogenionico (pH)

Determinou-se a partir de leitura em medidor de pH digital (Mettler Toleto, modelo

F20, Ohio, EUA) calibrado com solucdes tampao de pH 4,0 e 7,0 (AOAC, 2016).
3.3.7. Acidez titulavel

Utilizou-se 0,5 g de amostra diluida em 50 mL de agua destilada. Com o auxilio do

potencidmetro titulométrico automatico (Hanna Instruments, modelo HI90C1-02, Roménia),
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foi titulado com NaOH 0,1 N até pH 8,1. A acidez foi determinada de acordo com o método da

AOAC (2005) e expressa em gramas de dcido malico por 100 g de amostra.
3.3.8. Polifendis extraiveis totais (PET)

Para a obtencao do extrato utilizado na analise de polifendis realizaram-se adaptacdes
do método descrito por Obanda, Owuor, Taylor (1997). Pesou certa quantidade de amostra e
adicionou-se 4 mL de metanol 50%, homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 60 minutos
a temperatura ambiente. Depois de decorrido o tempo centrifugou-se a 15.000 rpm por 15
minutos, e transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 10 mL. A partir do
residuo da primeira extragdo, adicionou-se 4 mL de acetona 70%, e repetiu-se o processo
anterior, transferindo o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o primeiro
sobrenadante e completou-se o volume para 10 mL com 4gua destilada.

Aliquota de 0,5 mL de cada extrato, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:3),1 mL
de NaCOs3 20% e 1 mL de agua destilada foram tomadas e inseridas, em tubos de ensaio. Rodo
o conteudo foi homogeneizado, deixado em repouso por 30 minutos ¢ em seguida realizada
leitura da absorbancia em espectrofotometro a 700 nm, usando como referencia curva padrao
de acido galico. Os resultados foram expressos como pg equivalente de acido galico (GAE)

por g de amostra.
3.3.9. Estudo do perfil quimico
3.3.9.1.  Andlises UPLC-ESI-QTOF-MS®

A anélise UPLC-ESI-QTOF-MSF foi realizada usando um sistema Acquity UPLC-
QTOF-MS (Xevo ™, Waters®, Milford, MA, EUA) com uma fonte de ionizagdo por
eletropulverizacdo (ESI). As fases moveis foram dgua com acido férmico a 0,1% (A) e
acetonitrila com acido férmico a 0,1% (B). O gradiente foi de 0 a 15 minutos, 2 a 95% de B;
15,1-17 min, 100% de B; 17,1-19,1 min, 2% B. Uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150
x 2,1 mm, 1,7 pm) com taxa de fluxo de 0,4 mL min™' foi mantida a 40 °C. O volume de inje¢io
da amostra foi de 5 pL.. As condigdes foram as seguintes: modo de ionizagdo negativa; faixa de
aquisicdo: 110-1180 Da; temperatura da fonte: 120 °C; temperatura do gas de dessolvatacao:
350 °C; fluxo de gas de dessolvatagdo: 500 L h!; tensdo do cone de extracdo: 0,5 V; tensdo
capilar: 2,6 kV; modo de aquisi¢do por MSF. Encefalina de leucina foi usada como massa de

bloqueio. O equipamento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters® Corporation).
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3.3.9.2.  Andlise quimiométrica de dados de UPLC-QTOF-MSE

O processamento dos dados foi realizado antes da andlise estatistica para todos os
dados UPLC-QTOF-MSE obtidos usando o software MarkerLynx XS (Waters Corporation) € o
software MetaboAnalyst 4.0 (CHONG, WISART, XIA, 2019). Para coleta de dados para
alinhamento, deconvolu¢ao e obtencdo da matriz de dados centralizada foi utilizado o software
MakerLynx XS. Para tanto, os parametros do método foram definidos como o intervalo de
tempo de retengao (tR, 0,55 a 12,0 min) e o intervalo de massa (110 a 800 Da).

Para analise dos dados, uma matriz de dados contendo os picos detectados foi gerada
usando pares de dados de massa (m/z) e tempo de retencdo (tR) como identificadores para cada
pico (tR-m/z), bem como a intensidade dos picos, nomes das amostras e grupos em que estdo
contidos (CPVPMTO, CPVPMT1, CPVPMT2 e CPVPMT3). As estruturas identificadas nos
picos foram tentativamente identificadas com base no valor exato da massa (férmula molecular)
e fragmentos de massa tipicos relatados na literatura. Todas as pesquisas bibliograficas na busca
de metabolitos de pitaia foram baseadas na quimiotaxonomia de Hylocereus polyrhizus (F.A.C.
Weber) Britton & Rose, na qual sdo considerados o género, a familia e as espécies.

A matriz de dados foi submetida ao software MetaboAnalyst no formato (.csv), onde
a filtragem de dados foi aplicada usando desvio padrao (DP) para evitar que ruido e variaveis
com baixa intensidade influenciassem negativamente os resultados (LUZ et al., 2018). As
intensidades de ions foram normalizadas por transformag¢do logaritmica e escalonadas através
da escala de Pareto (centrada na média e dividida pela raiz quadrada de DP de cada variavel)
para tornar as caracteristicas individuais mais comparaveis. Posteriormente, métodos
quimiométricos nao supervisionados foram aplicados, ou seja, analises que ndo requerem
conhecimento prévio sobre a natureza das amostras, que sdo capazes de fornecer agrupamentos
do conjunto amostral com base na similaridade das variaveis envolvidas no estudo, tornando-o
possivel identificar semelhancas e diferencas entre os grupos obtidos.

A primeira etapa da andlise multivariada consistiu na aplicacdo da Analise Hierarquica
de Cluster (HCA), que se baseia na reducdo da dimensionalidade dos dados, para obter
agrupamento entre amostras contendo varidveis semelhantes. Em seguida, foi realizada uma
analise de séries temporais, com base na visualizagdo da formagdo de padrdes significativos
envolvendo amostras analisadas em diferentes periodos de armazenamento. Para este ultimo,
foram utilizadas a andlise interativa de componentes principais (iPCA) e a andlise bidirecional
de heatmap (Heatmap2). O algoritmo de Ward e a distancia euclidiana foram utilizados para as

ferramentas HCA e Heatmap, respectivamente, para analisar o conjunto de dados. A aplicacao
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dos métodos quimiométricos foi limitada aos metabolitos identificados provisoriamente entre

0 min e 10,5 min.
3.3.10. Analises microbioldgicas

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical. Os parametros microbioldgicos de seguranca
foram definidos com base na Instru¢do Normativa N° 46/2007 do MAPA, considerando a
aplicacdo do produto (BRASIL, 2007). A contagem de aerobios mesofilos, bolores e leveduras
foi avaliada de acordo com Tournas et al. (2001). A presenga de coliforme total e Escherichia
coli nas amostras foi avaliada de acordo com Feng et al. (2013). As andlises foram realizadas

de acordo com a metodologia descrita no Manual Analitico BacOteriologico da FDA.
3.3.11. Estabilidade de armazenamento do CPVPM refrigerado

Os efeitos do armazenamento na estabilidade do CPVPM, armazenado a 7 + 2 °C,
foram realizadas as seguintes andlises: atividade da agua, so6lidos soluveis, cor (L*, a* , b* e
AE), pH, acidez titulavel, polifendis totais, perfil fendlico por UPLC-ESI-QTOF-MSE e analises
microbioldgicas (conforme itens 4.3.3, 4.3.4, 43.5, 43.6, 43.7, 43.8, 439 e 4.3.10,
respectivamente). Todas as analises foram realizadas ap6s o processamento (TO, representando
o dia zero) e a cada 4 semanas, por um periodo de 12 semanas (T1, apds decorrido 4 semanas,

T2, ap6s 8 semanas e T3, apos 12 semanas do processamento).
3.3.12. Analise sensorial
3.3.12.1. Grupo focal

O grupo focal foi utilizado para obter sugestdes para aplicagdes do corante de pitaia
vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM) em matrizes alimentares. O teste foi realizado de
acordo com Dutcosky (2013), em duas sessdes, com oito e dez participantes, respectivamente,
com idades entre 18 e 25 anos, recrutados a partir do envolvimento com areas correlatas, como
gastronomia, ciéncia de alimentos ou engenharia de alimentos. Um moderador e um auxiliar
também participaram, e as discussdes foram gravadas em audio. As sugestdes foram descritas
pelos participantes para a aplicacdo do CPVPM. No final, as aplicagdes alimentares mais

frequentes foram selecionadas para aplicagdo em um produto teste.
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3.3.12.2. Testes afetivos de iogurte com CPVPM

Um iogurte natural comercial foi utilizado para aceitacdo sensorial, conforme definido
no grupo focal. Mediante testes preliminares, foi adicionado ao iogurte natural 0,5; 1,0; 1,5 ¢
2,0% do CPVPM (denominada Formulagdes A, B, C e D, respectivamente). Os testes foram
realizados com 51 participantes, ndo treinados e com idades variando entre 18 ¢ 55 anos, ¢ 4
amostras apresentadas seguindo delineamento (MACFIE et al., 1989). O protocolo sensorial foi
aplicado de acordo com Meilgaard, Civille e Carb (2016) e previamente aprovado pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP (n° 3.117.036). A degustacdo das amostras
foi realizada em cabines individuais climatizadas (24 °C), sob ilumina¢do controlada (luz
branca, fluorescente). As amostras foram servidas a 10 + 2 °C, em copos descartaveis
codificados com nlUmeros aleatorios de trés digitos (WALKELING e MACFIE, 1995) e
apresentados em ordem balanceada de forma a evitar vicios nos resultados (MACFIE et al.,
1989).

Para o teste sensorial da cor, as amostras foram apresentadas em placas de petri (9 cm
de diametro), dispostas individualmente em uma bandeja, codificadas com niimeros aleatdrios
de 3 digitos, sobre uma bancada em area comum a todos os julgadores, sob iluminagdo
controlada (luz branca, fluorescente) para melhor visualizagao.

Os julgadores foram solicitados a avaliar as amostras através dos seguintes testes
descritos abaixo:

(a) Escala do ideal. Os participantes do painel expressaram sua opinido sobre o que
pensavam ser a cor ideal, usando uma escala de 7 pontos (1 = extremamente menos intensa que
o ideal, 4 = ideal e 7= extremamente mais intensa que o ideal). Neste teste, foram incluidas duas
amostras diferentes do iogurte comercial (marcas comerciais escolhidas com base no mercado
consumidor local), totalizando 7 formulag¢des (Formulacdo E, iogurte comercial contendo
corante de beterraba e Formulagdo F, iogurte comercial contendo corante de carmim);

(b) Testes de aceitagdo e preferéncia de cor e aroma. As quatro formulagdes (A, B, C
e D) que continham o CPVPM foram submetidas a testes de aceitacdo do aroma e cor, utilizando
escalas hedonicas estruturadas de 9 pontos (1 = 'desgostei muitissimo, 5 = ‘nem gostei, nem
desgostei’ e 9 = 'gostei muitissimo') (PERYAM e PILGRIM, 1957). Além disso, os membros
do painel classificaram as amostras em ordem de preferéncia em relagdo a cor (teste de
ordenacao preferéncia). Nessa mesma sessao os julgadores avaliaram a intensidade de sabor
residual, ou seja, qualquer sabor ndo caracteristico de um iogurte natural usando uma escala

_n

ndo estruturada de 9 cm (0 = "nenhum" a 9 = "forte").
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(c) Teste de intengdo de compra. Uma escala estruturada de 5 pontos (1 = "certamente
ndo compraria" a 5 = "certamente compraria") foi usada para avaliar a atitude dos consumidores

em comprar o produto, se ele estivesse a venda.
3.3.12.3. Testes de diferenca

O teste triangular foi usado para avaliar se os julgadores do painel perceberiam alguma
diferenga no aroma entre os iogurtes formulados com CPVPM e o controle (iogurte comercial
de morango). Apenas duas formulagdes foram testadas, C e D, por serem as formulagdes com

maior adi¢do de CPVPM.
3.3.12.4. Compostos volateis de iogurte formulados com CPVPM

Os compostos volateis presentes nas formula¢des de iogurte CPVPM (amostras A —
D) e o controle foram comparados. Para isso, foram adicionados 1,20 g de NaCl a 4 g de cada
material testado. Foi utilizado o método descrito por Dan et al. (2017), com adaptagdes. Antes
das analises, a fibra foi condicionada de acordo com a temperatura recomendada pelo
fabricante. As amostras foram agitadas por 5 min a 50 °C para o equilibrio dos compostos
volateis. Ap0s isso, os compostos volateis foram isolados da matriz por microextracdo em fase
solida de headspace (HS-SPME), usando fibra DVB/CAR/PDMS 50/30 um 1 cm (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) por 60 min a 50 °C. A fibra foi entdo inserida imediatamente na porta de
injecdo (modo sem divisdao) de um GC 7890 B (Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA,
EUA), equipado com detector de espectrometro de massa, modelo 5977A. A coluna
cromatografica utilizada foi Rtx-5MS (tamanho de 30 m, didmetro interno de 0,25 mm,
espessura do filme de 0,25 pm). O hélio foi utilizado como gés transportador a 1 mL / min. A
temperatura do forno do GC foi inicialmente mantida a 40 °C por 5 min e elevada
gradativamente a uma taxa de 4 °C / min até 140 °C, permanecendo por 5 min, a 10 °C / min
até 200 °C, permanecendo por 5 minutos e a 10 °C / min até 270 °C, permanecendo por mais 5
minutos. A temperatura da interface entre o cromatdgrafo e o detector de massa seletiva foi de
270 °C e a ionizagao foi realizada por impacto eletronico (70 eV) com a fonte de ions mantida

a 150 °C.

3.3.12.5. Caracterizacdo de iogurte natural comercial (controle) e iogurte com o

corante

Para apoiar os resultados indicados pela analise sensorial e caracterizagdo dos
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produtos, foram realizadas as anélises quimicas e fisico-quimicas com iogurte natural comercial
(controle) e com o CPVPM, como segue: cor (coordenadas L*, a*b* e AE), pH e acidez

titulavel. Todas as analises foram descritas nos itens 4.3.5, 4.3.6 ¢ 4.3.7, respectivamente.
3.3.13. Analise estatistica

Os dados das areas de pico dos compostos volateis, obtidos por cromatogramas, foram
normalizados pela soma tratada e escalonada de acordo com o Auto scaling. A andlise
quimiométrica usando o Metaboanalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca), foi realizada com base
nas matrizes de correlagao dos dados normalizados.

Os demais resultados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) a 5% de
significancia (p <0,05) pelo teste F e teste de Tukey para comparagdes multiplas (p <0,05),
utilizando o software XLSTAT (versao 18.01, Nova York, NY, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao do corante de pitaia vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM)

A média do fluxo obtido durante o processo de microfiltragdo para obtencdo do
CPVPM foi de 57,6 = 1,9 L h"' m™. As caracteristicas do CPVPM estdo apresentadas na Tabela
3. O produto apresentou baixos valores de pH (3,88 + 0,01), acidez (1,61 £ 0,03%), umidade
(38,15 £ 0,62%) e atividade de agua (aw) de 0,82. De acordo com Beuchat et al. (2013),
alimentos com aw <0,85 sdo considerados alimentos de baixa aw, considerando que o valor de
aw minimo para o crescimento da maioria das bactérias ¢ de ~ 0,87. Esse resultado esta
relacionado ao maior teor de solidos soluveis (63,10 = 0,08 °Brix). Além disso, o CPVPM
contém baixas concentracdes de proteina (1,31 + 0,04%), lipidios (0,17 £+ 0,01%), cinzas (2,06
+ 0,28%) e alto teor de carboidratos (58,32 £+ 0,02%). Esses resultados estao de acordo com os
relatados por Khalili et al. (2011) e Chik, Bachok, Babaet (2011) que avaliaram a polpa de pitaia
e obtiveram teores de proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos na faixa de 0,16 a 5,2%, 0,23 a
0,1%, 0,70 a 4,1% e 1,48 a 90,60%, respectivamente. A variacdo nessas concentragdes ¢
atribuida as cultivares utilizados, fatores fisiologicos (por exemplo, idade da planta) e condi¢des

de colheita e pos-colheita.
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Tabela 3. Caracterizacdo de corante de pitaia vermelho-pirpura microfiltrado (CPVPM).

Caracteristicas Contetdo
Composigéo centesimal (%)
Proteina 1,31+ 0,04
Umidade 38,15+ 0,62
Cinzas 2,06 +0,28
Lipidios 017 £ 0,01
Carboidratos 58,32 = 0,02
Caracteristicas gerais
L* 0,53+ 0,03
a* 1,20 £ 0,08
b* 0,2+0,10
AE 31,85
pH 3,88+0,01
Acidez (% &cido malico) 1,61+£0,03
Sélidos sollveis (°Brix) 63,10 + 0,08
Fenolicos totais
(GAE 100g) 118,57 + 0,42
Aw 0,82+0,01
Composi¢do mineral

Fosforo (g kg™) 1,02 £ 0,05
Potassio (g kg™?) 14,31 +£0,5
Calcio (g kg?) 0,41 +0,02
Magnésio (g kg?) 1,47 £ 0,06
Enxofre (g kg) 0,14 £ 0,01
Sadio(g kg) 0,22 +0,01
Cobre (mg kg™) 2,75+0,5
Ferro (mg kg™t) 9,75+0,5
Zinco (mg kg™?) 8,00+ 0,01
Manganés (mg kg™?) 6,00 £ 0,01

Fonte: Dados da pesquisa.

Dentre esses minerais, o potdssio esta presente em maior concentragdao. Esse mineral
reduz a pressao arterial e os riscos de doengas cardiovasculares, derrames e doencas coronarias
em adultos. A Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2012) recomenda a ingestdo de potassio
de pelo menos 3,51 g por dia para adultos. Como o nivel de potassio no CPVPM ¢ considerado
alto, faz-se necessario utilizar uma menor concentragao de CPVPM nos alimentos. No entanto,

em decorréncia da quantidade usada ser pequena, o CPVPM tem pouco impacto na quantidade
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mineral do produto final ao qual ¢ adicionado.

No perfil metabolico da CPVPM, os dados cromatograficos e MS de UPLC-QTOF-
MSE obtidos estdo apresentados juntamente com o tempo de retenciio, massa tedrica, formula
molecular, massa observada, MS e fragmentos de MS/MS na Tabela 4. No total, doze
compostos foram identificados como carboidratos, flavonoides e betalainas (2, 3 e 7,
respectivamente). Entre as betalainas, as betacianinas sdo do alvo de nosso estudo, pois sao
responsaveis pela cor do CPVPM. Os dados para cada composto identificado sao discutidos no

item 5.2.
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Tabela 4. Dados cromatograficos e de espectrometria de massa de UPLC-Q-TOF-MSE de corante pitaia vermelho-purpura microfiltrado obtidos

por UPLC-QTOF-MSE no ion modo positivo.

n° Corante de pitaia
. fon modo positivo (MS) . . Ermul vermelho-purpura
ragmentos érmula ;
" J Tentativa de microfiltrado (CPVPM) Referéncia
(min) (MS?) Molecular identificacao
. Erro de T T T T
Aducéo Observado Calculado
massa 0 1 2 3
219,0219 Sacarose Lira et al. (2020),
1 0,82 [M+K+H,0]* 399,0892 399,0901 -2,25 C12H24012 + + - -
203,0533 (Dissacarideo) Wei et al. (2019)
705,1832 .
Lira et al. (2020),
543,1473 .
Wei et al. (2019),
399,0977 CosHarO1 Maltotetraose ou
2 088 [M+H]* 667,2301 667,2297 0,60 Staquioose T Dasaesamoh et al.
219,0278 (Tetrassacarideo) (2016),
203,0563 Wichienchot et al.
(2010)
163,0628
593,1692 Lira et al. (2020),
3 099 M* 637,1524 637,1517 1,10 549,1821 CarHaoN;016* Filocactina + + - . \ybraniecetal. (2010)

551,1431



2,00

2,40

2,47

2,55

3,06

[M+H]*

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]*

[M+H]*

551,1513

637,1516

637,1500

769,1943

593,1618

551,1513

637,1517

637,1517

769,1939

593,1619

0,00

-0,16

-2,67

0,52

-0,16

389,1003
389,0239
551,1537
593,1633
389,1049
345,1081
551,1537
389,1049
345,0939
637,1536
593,1502
505,1563

389,1519

593,1673
389,1040

345,1129

C24H26N2013

Ca7H28N2016

Ca7H28N2016

Ca2H37N2020"

CosH2gN2014*

Betanina

Filocactina isdmero

Filocactina isbmero

Apiosil-malonil-

betanina

6’-Malonil-2’-
descarboxy-betanina

isdbmero

39

Wybraniec et al. (2010

Lira et al. (2020),
Wybraniec et al. (2010)

Lira et al. (2020),
Wybraniec et al. (2010)

Lira et al. (2020),
Wybraniec et al. (2010)

Lira et al. (2020),

Garcia-Cruz et al.
(2017),

Imtiyaj Khan and
Giridhar (2015)
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11

12

13

14

15

16

17

18

3,11

3,59

4,16

4,39

4,50

7,51

7,81

8,22

8,30

9,11

M+

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]*

[M+Na]*
[M+H]"
[M+H.0]*

[M+H.0]*

593,1618

465,0962

303,0505

415,1605

287,0566

279,1189

279,0966

279,1011

274,2744

358,3328

593,1619

465,0954

303,0504

415,1604

287,0556

279,1192

279,0970

279,1021

274,2746

358,3321

-0,16

1,72

0,33

0,2

3,48

-1,1

0,4
-1,0
-0,72

1,95

549,1821

345,1600

303,1009

119,0543

256,2635

340,3225

Co6H29N2014*

Ca1H20012

C15H1007

C19H26010

C15H1006

C10H18N207

C11H15N205

C18H1403

C16H3sNO>

C21H43NOs3

6’-Malonil-2’-

descarboxy-betanina

Quercetina-3-0O-

hexosideo

Quercetina

Desconhecido

Luteolina

Desconhecido

Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido

Desconhecido

40

Lira et al. (2020),

Garcia-Cruz et al.
(2017),

Imtiyaj Khan and
Giridhar (2015)

Lira et al. (2020),

Amaya-Cruz et al.
(2019)

Yietal. (2011)

Adnan et al. (2011)

Cohen, Fait and Tel-
Zur (2013)

Liaotrakoon et al.
(2013)



19 9,27 [M+H]* 403,2638 403,2637 0,2 239,1468 CasH3402 Desconhecido - + + -
20 9,56 [M+H,0]* 302,3058 302,3059 -0,33 284,2951 C18H40NO: Desconhecido - + - -
21 9,86 [M+Na]* 473,3144 473,3144 0,00 437,1980 Ca9H41N202 Desconhecido - + + -

41

CPVPMTO: apds o processamento; CPVPMT1: apds 4 semanas de armazenamento; CPVPMT2: ap6s 8 semanas de armazenamento e CPVPMT3: apos 12 semanas de armazenamento.
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4.1. Estabilidade microbiologica, fisico-quimica e quimica do CPVPM armazenado

sob refrigeraciao

A Tabela 5 mostra a estabilidade microbiologica, fisico-quimica e quimica do CPVPM

armazenado sob refrigeracdo a 7 £ 2 °C por doze semanas.

Tabela 5. Efeitos do armazenamento nas caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e

microbioldgicas do corante pitaia vermelho-pirpura microfiltrado (CPVPM).

Caracteristicas CPVPMTO CPVPMT1 CPVPMT?2 CPVPMT3
Fisico-quimicas e quimicas
pH 3,88 +£0,01° 3,89 +£0,01° 3,96 £ 0,01? 3,85+ 0,02¢
Acidez (% acido malico) 1,61 +0,03° 1,82 +£0,072 1,87 £ 0,05? 1,79 £ 0,012
So6lidos solaveis (°Brix) 63,1 + 0,082 63,03+0,04* 63,17+0,04*° 62,57+0,18°
Fendlicos totais (GAE 100g) 118,57 +0,42¢ 72,9 +0,89" 68,79 + 0,45°¢ 56,3 + 0,99¢
L* 0,53 £ 0,022 0,57 £ 0,042 0,58 £ 0,032 0,55 £ 0,042
a* 1,24 £ 0,072 1,18 £ 0,05? 1,06 £ 0,032 1,05 £ 0,06?
b* 0,34 £ 0,092 0,37 £ 0,012 0,51+ 0,042 0,31+0,132
AE - 0,77 0,25 0,19
Microbiol6gicas

Aerdbios mesofilos (CFU/mL) Auséncia 3,7 x10° 1,6 x 108 1,5 x 108
Coliformes fecais e E. coli <3 <3 <3 <3
(NMP/mL)
Bolores e leveduras (UFC/mL) <10* 2,2 x 102 9,0 x 108 1,0 x 10

* Limite de detec¢do de método. CPVPMTO: apés o processamento; CPVPMTI: apés 4 semanas de
armazenamento, CPVPMT2: apdés 8 semanas de armazenamento e CPVPMT3: apds 12 semanas de
armazenamento. Com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem no nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

Em todos os periodos de armazenamento, os solidos soluveis permaneceram em ~
63 °Brix. Assim, o pH permaneceu acido (3,85-3,96) e a acidez titulavel variou de 1,61 a 1,81

(% em éacido malico) nas primeiras quatro semanas e permaneceu estavel até o final do periodo.
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Observou-se uma maior degradacdo dos compostos fendlicos do CPVPM apds quatro semanas
(38,5%), com uma perda de quase 52% no final do periodo. O conteudo fendlico total diminuiu
mais rapidamente durante o primeiro periodo de todo o tempo de armazenamento. Isso pode
ser atribuido ao dano da estrutura celular da pitaia durante o processo de polpacao.
Consequentemente, a polifenol oxidase (PPO, EC 1.14.18.1), presente em altas concentragdes
em pitaia (SANTOS et al., 2020), poderia interagir com os compostos fenolicos e catalisar sua
oxidagdo em quinonas na presenca de oxigénio molecular, indicando a alta susceptibilidade
desses compostos a degradagao, estando de acordo com estudos anteriores (DENG et al., 2018).
Felizmente, apesar de o conteudo fenolico ter diminuido durante o armazenamento, a cor
permaneceu estavel em todos os periodos avaliados, medida pelas coordenadas L* a* e b*
resultado altamente positivo. Além disso, a diferenca de cor (AE) foi menor que 1,0 em todos
os periodos de armazenamento, consideravelmente imperceptivel aos olhos humanos
(MOKRZYCKI & TATOL, 2011).

A coloragdo do corante de pitaia vermelho-purpura em TO (CPVPMTO) pode ser

observada na Figura 6, estando armazenado em embalagem de vidro (100 mL).

Figura 6. Coloracgdo do corante de pitaia vermelho-purpura logo apds o processamento (TO)

Fonte: Autor

Embora a diferenga de cor seja imperceptivel aos olhos humanos, pode ter ocorrido
alguma degradacgdo dos principais compostos do CPVPM. Essas degradag¢des podem ocorrer
por diferentes razdes, devido ao fato das betalainas exibirem uma estabilidade ideal na faixa de
pH levemente acido entre 3 ¢ 7 ¢ o pH do CPVPM ¢ de 3,85-3,96. Os mecanismos de
degradacao em condigdes acidas ainda ndo sao claros, embora formas isomerizadas de betanina
(isobetanina), formas desglicosiladas (betanidina) e 14,15-desidrobetanina (neobetanina)

tenham sido observadas apos o tratamento dcido (SCHWEIGGERT, 2018). Assim, devido a sua
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natureza acida, a estabilidade de cada composto no CPVPM foi avaliada na condi¢cdo de
armazenamento sob refrigeragdo. Essas informacdes poderdo usadas para determinar as
propriedades cromaticas e a resisténcia tintorial do CPVPM, e ajudar na modulagao da cor pela
degradacao direcionada da betacianina.

O CPVPM apresentou maior contagem de leveduras e bolores no ultimo periodo
(décima segunda semana). Por esse motivo, todas as andlises envolvidas na estabilidade do
corante foram realizadas antes desse periodo. Isso pode ter ocorrido porque o CPVPM foi
concentrado em um evaporador rotativo a 40 °C, e essa temperatura ndo foi adequada para a
inativagdo de microrganismos sensiveis ao calor, como bolores e leveduras. A atividade da agua
foi reduzida no processo, dessa forma, auxiliando na conservagao, visto que, a maioria dos
bolores cresce a 0,80. Na semana 12, o corante armazenado a 7 °C apresentou, leveduras e
contagem de bolores de 1,0 x 10* ufc/mL (Tabela 5), o que nio ¢é desejavel, porém com relacio
a contagem de microrganismos necessarios para deterioracdo de alimentos, hd consenso na
literatura de que contagens microbianas a partir de aproximadamente 10’ ufc/g ou mL de
produto, os microrganismos sdo capazes de produzir metabolitos e alterarem a matriz alimentar
de modo a tornar perceptivel a deterioracao (RIBEIRO et al., 2018; FORSYTHE, 2013). Sendo
assim, podemos considerar que a contagem na semana 12 ainda estava dentro do aceitavel.

Os cromatogramas de intensidade de pico de base representativa (BPI) de CPVPM em
diferentes tempos de armazenamento sdo mostrados na Figura 7. De forma resumida, todos os
doze compostos (Tabela 4) foram identificados como possiveis carboidratos, betalainas e

flavonoides (2, 7 e 3, respectivamente).
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Figura 7. Cromatogramas BPI representativos mostrando os perfis de corante pitaia vermelho-

purpura microfiltrado em diferentes periodos de armazenamento
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CPVPMTO: apds o processamento; CPVPMT1: apds 4 semanas de armazenamento; CPVPMT2: apds 8 semanas

de armazenamento ¢ CPVPMT3: ap6s 12 semanas de armazenamento.

4.1.1. Carboidratos

A andlise dos sacarideos 1 e 2 (tR: 0,82 e 0,88, respectivamente) foi desafiadora devido
a possivel associacdo com moléculas de 4gua e ions sédio e potassio. O espectro MS! mostrou
um pico base em m/z 399,0892 [C¢H1206 + K + H,O]+ ¢ 667,2301 [M + H]+, respectivamente.
Nos espectros MS? para os ions 1 e 2, o pico base foi encontrado em m/z 219 [glicose + K]+ e
203 [glicose + Na]+ (LIRA et al., 2020), respectivamente. fons catidnicos semelhantes foram
observados para o trissacarideo hexose e o tetrassacarideo hexose usando espectrometria de
massa ortogonal em tempo de retengdo ortogonal por quadrupolo por ionizagao por dessor¢ao
a laser assistida por matriz (LEE e NI, 2019). O pico base em m/z 667,2301 representa o ion
molecular [M + K]+ que corresponde a tetrassacarideos, como maltotetraose ou estaquiose
(C24H42021), comumente encontrados em Hylocereus polyrhizus (LIRA et al., 2020). Os
espectros MS? do metabdlito 2 mostraram um pico de fragmento em m/z 705,1832
correspondente ao aduto de potassio, [C24H42021 + K]+. Além disso, os picos em m/z 543,1473,
399,0977, 219,0278 e 163,0628 foram atribuidos aos principais produtos de clivagem
glicosidica C3, C2 e C1 formados através da perda neutra de uma, duas e trés por¢des hexose,
respectivamente. A perda de massa foi de 486 Da (m/z 705,1832 [M + K]+ - 219,0278 [glicose
+ K]+) e 326 Da (m/z 543,1473 [M + K]+ - 219,0278 [glicose + K]+), correspondendo a perda
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de um dissacarideo e trissacarideo, respectivamente.
4.1.2. Betalainas

Antes de iniciar o experimento (CPVPMTO0), sete derivados de betalaina (3-9) foram
encontrados no CPVPM, que foram previamente relatados para as espécies de Hylocereus
(Tabela 4). E importante notar que a degradagdo dos compostos responsaveis pela cor
caracteristica da pitaia foi priorizada (LIAO et al., 2020).

As trés formas isoméricas de filocactina (3, 5 e 6) foram observadas em diferentes
tempos de retengdo (tR: 0,99, 2,40 e 2,47 a m/z: 637,1524, 637,1516 e 637,1500,
respectivamente). Os ions esperados do fragmento molecular protonado [M + HJ+ dos
pigmentos betanina (m/z 551) e betanidina (m/z 389) também foram observados para todos os
isomeros de filocactina identificados experimentalmente. A técnica de separagdo por
cromatografia liquida ndo nos permitiu distinguir os isomeros dos compostos identificados
inequivocamente (CAI et al., 2006).

Os espectros MS! e MS? do metabdlito 4 mostraram a presenca de [M + H]+ em m/z
551,1513 para o isomero de betanina (tR = 2,00). O ion fragmento comum em m/z 389,0239
(551 - 162 [C¢H1206]) resultou da perda de agticar (GARCIA-CRUZ et al., 2017).

O pico 7 (tR = 2,55 min) foi tentativamente identificado como apiosil-malonil-
betanina a m/z 769,1943. Os ions fragmentos observados em m/z 593,1502 (637 — COz), m/z
505,1563 (637-3C0O») e m/z 389,1519 (betanidina) concordam com os relatados na literatura
(LIAO et al., 2020).

A descarboxilagdo ¢ comum em processos térmicos e oxidativos de betalainas
(WYBRANIEC et al., 2013). No entanto, a clivagem do grupo carboxil na por¢cdo malonil da
betacianina 7 nao foi relatada até o momento. A clivagem dos grupos carboxila ocorre nas
posicdes C-2, C-15 ou C-17 da porcao betanidina / isobetanidina (C24H27N2013) (CAI et al.,
2006).

Os dados MS! dos picos 8 e 9 indicaram que esse composto existe na forma catidnica
(C26H20N2014+) am/z 593,1618 (9, tR = 3,06 e 3,11 min). O espectro MS? mostrou fragmentos
em m/z 549,1821 (44 um, indicando perda de CO2, correspondendo a uma por¢ao carboxila) e
345.1600 (86 pm, correspondendo a perda de um residuo de malonilhexdsideo), o que permitiu
a identificagao de ambos os picos como 6'-malonil-2'-descarboxy-betanina (IMTIYAJ KHAN;
GIRIDHAR, 2015; GARCIA-CRUZ et al., 2017).
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4.1.3. Flavonoides

Os compostos 10, 11 e 13 foram tentativamente identificados como quercetina-3-O-
hexdsideo, quercetina e luteina, respectivamente. O espectro de massa de 10 exibiu um pico de
base protonado [M + H]+ am/z 465,0962 (tR = 3,59 min). O fragmento tipico em m/z 303,1009
obtido pela perda da porc¢ao de aciicar (WANG & SPORNS, 2000) sugeriu a presenga de uma
flavona glicosilada. Portanto, a molécula 10 foi identificada como quercetina-3-O-hexosideo
(AMAYA-CRUZ et al., 2019; LIRA et al., 2020).

Quercetina (11, tR = 4,16) e luteolina (13, tR = 4,50) foram provisoriamente
identificadas como ions protonados [M + H]+ a partir de picos em m/z 303,0505 e 287,0566,
respectivamente. A luteolina (13) e as quercetinas (10 e 11) ja foram observadas nas espécies
de Hylocereus (COHEN, FAIT & TEL-ZUR, 2013; LI et al., 2019).

Metabdlitos com tempos de retencdo acima de 8,30 min (17-21 - CPVPMTI)
pareciam se formar durante o periodo de armazenamento, pois sua auséncia total foi observada
no CPVPMTO (Tabela 4). Infelizmente, alguns metabolitos que apareceram durante o
armazenamento ndo puderam ser identificados. Essas possiveis reacdes colaterais sugerem que
0 processo quimico em espécies de Hylocereus levou a alteragdes do metabdlito em varios
niveis que ndo sdo completamente compreendidos, mas podem estar correlacionados com a
temperatura, conforme relatado anteriormente (LIAO et al.,, 2020). No entanto, o
processamento € o armazenamento podem incluir uma série de reacdes quimicas como
isomerizagdo, desglicosilagdo, hidrolise, descarboxilagdo e desidrogenagdo que podem resultar
em alteragdes de cor e, consequentemente, alteragdes na absor¢ao (ESQUIVEL, 2016). Como
nao foram observadas grandes alteragdes de cor no final do processamento, podem ocorrer
reagdes quimicas de maneira ndo significativa.

O processo de isomerizagdo predominou no inicio (CPVPMTO), principalmente
devido a presenga de filocactinas (3, 5 e 6) e isdmeros 6'-malonil-2'-descarboxy-betanina (8 e
9). Ao comparar o ponto de partida ao final do experimento (CPVPMT3), fica claro que os
pigmentos de betalaina se degradaram. E importante notar que ndo foram detectados
metabolitos, como as betaxantinas responsaveis pela coloragdo amarela, o que poderia explicar

a auséncia de cor amarela mesmo no final do processo (CPVPMT?3).
4.1.4. Analise de dados multivariada

Primeiramente, os dados foram submetidos a analise pelo HCA, uma ferramenta de

analise multivariada responsavel por agrupar amostras com base em similaridades entre as
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variaveis (picos de m/z para compostos) que os compdem. A partir desta analise, foi obtido um
dendrograma (Figura 8), cujos ramos variaram em comprimento de 0 a 80. A partir de um indice
de similaridade (SI) 10 <SI <20 representado pela linha vertical tragcada no dendrograma, foi
possivel identificar quatro grupos de amostras: CPVPMTO (vermelho), CPVPMT1 (verde),
CPVPMT?2 (azul escuro) e CPVPMT3 (azul claro). Esses grupos estdo relacionados a
classificacdo das amostras de CPVPM analisadas via UPLC-ESI-QTOF-MSE em diferentes
tempos de armazenamento, TO (apOs processamento), T1 (quatro semanas), T2 (oito semanas)
e T3 (doze semanas).

Nos agrupamentos, foi observada uma sobreposi¢ao das amostras dos grupos T2 e T3,
onde a replicacdo CPVPM3T3 (referente ao T3) foi classificada no grupo referente as amostras
de oito semanas (T2), bem como a classificacdo da replicagdo CPVPMS5T2 (T2) no grupo de
amostra de 90 dias (T3). A partir de 30> SI> 20 (Figura 8), foi possivel obter um agrupamento
das amostras em dois grandes grupos distintos. Um grande grupo foi composto por amostras
com tempos de armazenamento TO e T1 e outro com amostras dos tempos T2 e T3. A tendéncia
observada torna evidente que o perfil quimico do CPVPM mudou consideravelmente ap6s oito
semanas; no entanto, o material ainda mantinha sua cor inicial, o que implica que as substancias
responsaveis pela cor apresentavam um alto nivel de estabilidade como visto na discussao sobre

caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 8. Dendrograma representando o agrupamento hierarquico do perfil quimico do corante

pitaia vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM).

J0=51=20 10=51=20

L s
" T : : —
= CEBIMT2 | I
CEVEMTS | I —
I I
I 1
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
1 1
| I
I I
I I
I I
1 !
I I
I I
1 !
I I
I |
1 I
I I
I I
1 I
I I
I |
I I
I I
I I
I I
I I
| I
I I
I I
I I
I I
I I
| I
I I
I I
I I
| I I | 1
] [itH] 40 20 0

TO=0,T1=4,T2 =8¢ T3 =12 semanas; CPVPMTn, em quen=0, 1.

COVILSTO

CPVELITO

CPVIAATD

CEVEAGTO

CEVELIITD

CPVIEAIST

Assim, confirmou-se que o HCA foi capaz de determinar o perfil de distribuicao das

amostras com alta homogeneidade nos intergrupos, implicando que a composi¢ao quimica dos

quatro grupos de amostras ¢ significativamente diferente.

Dados os agrupamentos caracteristicos para os diferentes perfis metabolicos do

CPVPM em dois grandes grupos, foi realizado um estudo da distribui¢ao da abundéancia relativa

dos principais metabolitos responséaveis pela coloracdo. Foram considerados diferentes tempos

de armazenamento para visualizar a tendéncia de estabilidade no periodo T2 (CPVPMT2) a T3

(CPVPMT3) em comparacao com os outros tempos (TO e T1). Para este procedimento, apenas
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os dados dos compostos obtidos apds o processo de deconvolugdo espectral pelo software
MakerLynx XS foram utilizados, com énfase nos compostos responsaveis pela coloragdo do
corante.

Para tanto, foi conduzida a analise de séries temporais, onde foi possivel aplicar a
ferramenta iPCA na tentativa de observar a tendéncia dos padrdes naturais de agrupamento
entre as amostras com base em seus tempos de armazenamento e a variagdo na abundancia
relativa dos compostos de interesse ao longo do tempo. No iPCA, os dados foram
redimensionados em um novo sistema de eixos (componentes principais, PCs), possibilitando
a visualizagdo dos graficos de pontuagdes e cargas em trés dimensdes (3D), descrevendo as
principais caracteristicas que envolviam as variaveis.

A partir da andlise dos dados no grafico de escores interativos (Figura 9a), onde foi
observada a relagao de similaridade entre as amostras, foi possivel verificar a formagao de
quatro grupos. Essa tendéncia foi explicada por um percentual da variacdo de 71,7%
equivalente a PC1, 14,1% a PC2 e 7,0% a PC3, indicando que 92,8% da informagao original
foi descrita pelo método empregado. O grupo de amostras correspondentes a andlise imediata
apos o processamento (CPVPMTO, em vermelho) foi observado nas regides negativas do PC1
(entre -4 ¢ -6) e nas regides positivas do PC2 (entre 2 e 7). O grupo de amostras referentes a
quatro semanas de armazenamento (CPVPMT1, em azul) foi encontrado nas regidoes negativas
do PCI (entre -4 e -6), o mesmo que CPVPMTO, exceto que estava localizado na regido
negativa do PC2 (entre - 2 e -4).

Nos periodos de armazenamento de oito e doze semanas, os dois grupos foram
observados nas regides positivas do PC1 (entre 4 e 6), sendo agrupados de maneira quase
sobreposta, implicando uma similaridade entre os perfis de substancias que compunham esses
dois ultimos grupos de amostra. Esse comportamento confirma a estabilidade dos compostos
apos doze semanas de armazenamento e corrobora com os resultados obtidos pelo HCA,
indicando que h4 uma similaridade no perfil quimico das amostras que constituem os dois

grupos de analise (CPVPMT2 e CPVPMT3), ao contrario do observado para as outras amostras.
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Figura 9. Andlise por iPCA de amostras de CPVPM em diferentes tempos de armazenamento e o comportamento da variagdo na abundancia relativa

(Fig. c, d, e, f e g) dos principais metabolitos.
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Os graficos de pontuacdes (Fig. a) e cargas (Fig. b) mostram a tendéncia de agrupamento a partir da contribuicdo de cada varidvel em diferentes tempos de armazenamento.
As disposi¢des dos quatro grupos (grupo 0, grupo 1, grupo 2 e grupo 3) sdo equivalentes ao conjunto de amostras formadas pelas réplicas (CPVPM1, CPVPM2, CPVPM3,

CPVPM4 e CPVPM5) para cada periodo de armazenamento (0, 4 , 8 e 12 semanas, respectivamente).
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A partir dos valores caracteristicos da contribuicao de cada variavel no novo sistema
de eixos, representado no grafico interativo (Figura 9b), o iPCA revelou as variaveis
responsaveis pelo agrupamento das amostras ao considerar o tempo de armazenamento. Assim,
observou-se que os compostos tentativamente identificados como isomeros de filocactina (pico
3, tR =0,99, pico 5, tR = 2,40), betanina (pico 4, tR = 2,00), apiosil-malonil-betanina (pico 7,
tR = 2,55) e 6'-malonil-2'-descarboxy-betanina (pico 9, tR = 3,11), encontrado nas regides
positivas da Carga 2 (Figura 9b), tiveram uma maior contribui¢do na formacao do grupo 0
(CPVPMTO) formado por todas as amostras em TO.

Essa tendéncia prova que esses compostos apresentaram maior abundancia relativa
quando comparados as suas abundancias nas amostras mantidas por outros tempos de
armazenamento. Essa diferenca nas abundancias foi responsdvel pelos agrupamentos
observados no grafico de escores (Figura 9a). Esse comportamento foi confirmado quando os
graficos de abundancia relativa foram analisados a partir do grafico (Figura 9b) dos compostos
3-5,7 ¢ 9 em fun¢do do tempo de armazenamento do corante (Figura 9¢c — g).

A variagao na abundancia diminuiu com o tempo, com uma subita deterioracao apods
oito semanas de armazenamento, € permaneceu constante até o final de doze semanas. Um
resumo da variagdo na abundancia dos compostos pode ser visto no mapa de calor obtido para
as amostras (Figura 10).

Portanto, concluiu-se que a abundancia relativa de compostos responsaveis pelo efeito
colorante do CPVPM nas amostras analisadas com zero e quatro semanas de armazenamento
foi maior do que nas amostras armazenadas por oito e doze semanas. Apesar desse perfil, foi
possivel perceber que a cor do CPVPM havia se mantido ao longo do tempo, o que foi

comprovado pela constancia dos resultados analiticos da relativa abundancia de compostos.



53

Figura 10. Heatmap com agrupamento hierarquico de parte dos principais metabodlitos obtidos

para o corante pitaia analisado em diferentes tempos de armazenamento.
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Os tempos de armazenamento 0, 4, 8 e 12 semanas, representadas por 0, 1, 2 e 3, respectivamente. As amostras
estdo em colunas e as variaveis estdo em linhas. As cores variam de azul profundo a vermelho escuro para indicar

valores de abundancia relativa que variam de muito baixo (frio) a extremamente alto (quente).

4.2. Caracterizacao do produto (Iogurte)
4.2.1. Grupo focal

Obteve-se através da metodologia de grupo focal sugestdes sobre alimentos que seriam
aceitaveis com o0 CPVPM como corante alimentar. Apos a analise visual do CPVPM por cada
participante, houve discussdo e desenvolveu-se uma lista de possibilidades de aplicagdes. As
principais sugestoes obtidas do grupo focal incluiram iogurte e bebidas. De acordo com
Chhikara et al. (2019), betalainas de beterraba podem ser usados para colorir uma variedade de

alimentos, como laticinios, iogurte, queijo processado e doces. De fato, a beterraba ¢ usada
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como corante natural em véarias marcas de iogurte no Brasil, e esse produto pode ser usado
como um comparativo comercial para andlise sensorial. Com base nessas observagdes, o

produto selecionado foi iogurte.
4.2.2. Caracterizacao fisico-quimica do produto (iogurte)

Cada formulagdo preparada usando iogurte natural comercial em diferentes
concentragdes de CPVPM foi caracterizada e os resultados estdo apresentados na Tabela 6. O
pH variou entre 4,07 ¢ 4,17 e acidez titulavel variou entre 0,10 € 0,11 (%, em &cido malico). O
conteudo de sodlidos soluveis ndo foi estatisticamente significativo entre as formulagdes
(p>0,05). Esses resultados mostraram que o CPVPM nao teve influéncia sobre essas
caracteristicas do iogurte e, portanto, apresenta grande potencial para uso como corante

alimentar na industria.

Tabela 6. Caracterizagdo do iogurte com diferentes concentragdes do corante pitaia vermelho-

purpura microfiltrado (CPVPM).

Formulacdes
Caracteristicas

Controle A B C D E F
411+ 428 + 4,03+
pH 4,07 £0,01%¢  4,16+0,02> 4,07 +0,01%¢ 4,09 +0,01¢
0,02¢ 0,012 0,01¢
Acidez

0,10 + 0,89 = 0,15+

0,11 +0,01° 0,11+0,01> 0,11+0,01** 0,10+0,01°
0,01¢ 0,012 0,014

(% &cido malico)

Solidos soldveis 11,87+ 1453+ 1453+

10,57 £0,04° 11,43+0,04° 11,50+0,08° 11,35 0,09¢

. b a a
(°Br|X) 0,05 0,01 0,01
74,05 + 74,65 + 73,19
L* 87,47+0,298 8250+0,36° 79,11+0,33¢ 75,20 + 0,304
0,43¢f 0,01¢ 0,02f
15,94 + 13,86 + 14,95 +
a* -1,36 £ 0,029 6,28 + 0,06 10,65 +0,08¢ 14,78 +0,08¢
0,122 0,02¢ 0,020
1,05+ 1,80 + 2,63+
b* 10,0 £ 0,032 5,28 +0,07° 3,02+0,02¢ 1,36+0,01

0,019 0,02¢ 0,014

Controle: Togurte natural sem CPVPM; A: Togurte natural com adi¢ao de 0,5% de CPVPM; B: Togurte natural com
adicao de 1% de CPVPM; C: Iogurte natural com adi¢do de 1,5% de CPVPM; D: Togurte natural com adigao de

2% de CPVPM. Com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem no nivel de 5% de significancia para o teste de
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Tukey.

Como esperado, o CPVPM influenciou todos os parametros de cores testados,
promovendo a alteracdo da luminosidade da cor (diminuindo L*, onde L* = 0 produz preto e
L* =100 indica branco difuso), aumentou a* (onde valores negativos indicam verde enquanto
valores positivos indicam magenta) ¢ b* decresceu (onde valores negativos indicam azul e
valores positivos indicam amarelo). A diferenca de cores ¢ definida como a comparagao
numérica da cor de uma amostra com o padrdo e indica a diferenga de coordenadas de cores
absolutas (AE). Os valores de AE entre todas as formulagdes foram superiores a 5, mostrando
que as diferencas de cor eram visiveis ao olho humano, principalmente nas Formulacdes A vs.

B e A vs. C. A coloragdo dos iogurtes A - F pode ser observada através da Figura 11.

Figura 11. Coloragao dos iogurtes contendo o CPVPM de A — D e os comerciais E e F, utilizados

na analise sensorial
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Vista frontal e superior das tacas; A — iogurte com adigdo de 0,5% de CPVPM, B — iogurte com adigdo de 1% de
CPVPM, C —iogurte com adicdo de 1,5% de CPVPM, D —iogurte com adi¢do de 2% de CPVPM, E - iogurte com

corante de beterraba e F - iogurte com corante carmim.

4.3. Analise sensorial do produto (iogurte)

A avaliacao das formulagdes experimentais de iogurte adicionado de CPVPM (A, B,
C e D) e dos dois produtos comerciais (E e F) pelos consumidores, mostrou que nenhuma das
formulagdes alcangou o nivel ideal de cor, “ideal” > 70% (Figura 12).

No entanto, a menor concentracdo de CPVPM (Formulagdo A) foi estatisticamente
similar (p>0,05) a Formulacdo E (entre "muito menos intensa que o ideal" e "extremamente

menos intensa que o ideal"), apresentando valores médios 1,63 e 1,73, respectivamente e a
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maior concentragdo de CPVPM (Formulagdo D) foi estatisticamente semelhante (p>0,05) a
Formulacdo F, com valores médios de 4,44 e 4,67, respectivamente (COSTA, 2018). Esses
resultados mostraram que o produto colorido com corante pitaia ¢ capaz de atingir uma
intensidade de cor similar aos corantes naturais disponiveis no mercado brasileiro, quando
utilizados em baixas concentracdes (0,5%) e a corantes artificiais comercias se utilizados em

concentragdes mais elevadas (2%).

Figura 12. Percentuais de idealidade para as formulacdes A, B, C e D.
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A —iogurte com adigdo de 0,5% de CPVPM, B — iogurte com adi¢do de 1% de CPVPM, C — iogurte com adi¢do
de 1,5% de CPVPM, D —iogurte com adi¢do de 2% de CPVPM, E - iogurte com corante de beterraba e F - iogurte

com corante carmim.

Também houve diferencas significativas (p>0,05) na aceitacao da cor entre os iogurtes
CPVPM, variando entre 4,5 (desgostei pouco) e 7,9 (gostei) na escala hedonica estruturada de
9 pontos. No entanto, ndo foram observadas diferengas (p>0,05) entre as formulagdes com 1,5
e 2,0% de corante. De fato, no teste de preferéncia, ficou evidenciado as formulagdes 1,5 € 2,0%
sao igualmente preferidas (p>0,05) entre os julgadores, e as mais preferidas (p>0,05) entre as
demais formulagdes (0,5 e 1,0%). Quando os participantes do painel foram solicitados a
expressar sua inten¢ao de compra, as formulagdes C e D exibiram 90% de respostas positivas
de compra (“provavelmente comprariam” + “certamente comprariam’), enquanto as
formulacdes A e B ndo alcancaram 50%.

Para aceitagdo do aroma e intensidade de sabor residual (ndo caracteristico de
iogurte), os resultados ndo mostraram diferengas (p>0,05) entre as formulagdes (Tabela 7).
Além disso, os resultados do teste triangular para aroma nao mostraram diferenga significativa

(p>0,05) entre as formulacdes C e D quando comparados a um iogurte sem adicdo de CPVPM
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Tabela 7. Resultados da avaliagcdo sensorial do aroma, sabor residual ¢ aceitagdo de cor de

iogurtes A — F e teste de escala do ideal em comparagdo com amostras comerciais.

A B C D E F
Aroma 7,63 7,382 7,57? 7,59 - -
Sabor residual 0,492 0,302 0,302 0,392 - -
Cor 4,55° 6,51° 7,752 7,922 - -
Escala do ideal 1,63¢ 2,90¢ 3,65° 4,442 1,734 4,672

A —iogurte com adiggo de 0,5% de CPVPM, B — iogurte com adi¢do de 1% de CPVPM, C — iogurte com adigdo

de 1,5% de CPVPM, D —iogurte com adi¢do de 2% de CPVPM, E - iogurte com corante de beterraba e F - iogurte

com corante carmim. Com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem no nivel de 5% de significancia para o teste

de Tukey.

Para reforcar esses resultados, foi determinado o perfil de compostos volateis das

formulagdes de iogurtes (Figura 13). Assim, todos os iogurtes tém perfil semelhante,

confirmando os resultados obtidos na analise sensorial.
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Figura 13. Compostos volateis de iogurtes contendo diferentes concentragdes de corante pitaia

vermelho-purpura microfiltrado (CPVPM e controle).
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Controle — Iogurte sem adi¢do de CPVPM, A — iogurte com adigdo de 0,5% de CPVPM, B — iogurte com adigdo
de 1% de CPVPM, C —iogurte com adi¢do de 1,5% de CPVPM, D — iogurte com adigdo de 2% de CPVPM.
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5. CONCLUSAO

O CPVPM ¢ uma mistura de diversos compostos, incluindo carboidratos, flavonoides
e betalainas. Apresenta estabilidade microbioldgica e fisico-quimica por doze semanas, contudo
por, analises quimiométricas ¢ possivel diferenciar eficientemente o perfil metabdlico em cada
periodo de armazenamento por refrigeracao.

O CPVPM possui imenso potencial como corante alimentar, principalmente em
iogurte, pois pode melhorar a qualidade da cor sem afetar o aroma e as caracteristicas do
produto. Baseado nos resultados sensoriais dos iogurtes adicionados de CPVPM, dependendo
da concentragdo utilizada, pode indicar que apresentam coloragdo semelhante a iogurtes
comercializados com corante carmin e de beterraba. Espera-se que os resultados deste estudo

sejam uteis para o desenvolvimento e aplicacio de CPVPM como corante natural de alimentos.
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