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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO DE
PREPARAR CORES NATURAIS, ESTAVEIS, CORANTE COM BASE EM
SUCO NATURAL ESTAVEL APRESENTANDO A COR DESEJADA,
PRODUTO ALIMENTICIO E METODO DE SELECIONAR UMA COR
DESEJADA PARA SER PREPARADA".

Campo Técnico

Este pedido é relacionado a e reivindica prioridade a partir do
Pedido Provisorio U.S. Serial N® 61/040.208, Wu et al, depositado em 28 de
Margo de 2008, incorporado aqui por referéncia.

Esta divulgagao refere-se a produtos de cor estavel natural que
podem ser usados em uma ampla faixa de aplicagbes incluindo géneros ali-
menticios, farmacos, suplementos nutricionais, materiais de cuidado pesso-
al, cosméticos, e ragdes para animais, € um processo para preparar estes
produtos alimenticios e comestiveis coloridos. Especificamente, a divulgagao
refere-se aos produtos de cor estavel que sdo gerados processando-se suco
de fruta de Genipa americana que contém genipina, derivados de genipina,
ou compostos de pré-genipina, junto com outros sucos ou extratos comesti-
veis que contém aminoacidos, polipeptideos, proteinas, e compostos com
um ou mais grupos amina primaria.

Antecedentes

Atualmente, um numero decrescente de pessoas esta querendo
comer ou beber géneros alimenticios e usar produtos cosméticos que sao
coloridos sinteticamente, resultando em um crescimento constante do mer-
cado para corantes naturais. Assim, uma cor natural, especialmente um co-
rante azul natural que é estavel no pH baixo e a temperaturas usadas no
processamento, seria de interesse comercial mundial significante. As Gnicas
cores azuis naturais comercialmente factiveis atualmente sdo aquelas deri-
vadas de frutas de gardénia (Gardenia jasminoides Ellis). Entretanto, azul de
gardénia nao esta correntemente disponivel em mercados dos E.U.A e Eu-
ropa, ele esta disponivel apenas em alguns mercados asiaticos como um
produto de cor segura para aplicagdes em alimento/farmaco.

A fruta de gardénia contém uma grande quantidade de iridoides

Segue-se folha 1a
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1a

tais como geniposideo, gardenosideo, genipina-1-b-gentiobiosideo, acido
geniposidico e genipina (Endo, T. e Taguchi, H. Chem. Pharm. Bull. 1973).

Entre eles genipina € um composto-chave contribuindo para o azul de gar-

Segue-se folha 2
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dénia sempre que ele reage com aminoacidos (Patente US 4.878.921). Cor-
rentemente azul de gardénia é fabricado como um produto de reagao quimi-
ca usando geniposideo extraido do suco de gardénia, genipina purificada, ou
derivados de genipina, com aminoacidos isolados. Ao contrario, o processo
da presente invengao utiliza fruta integral, puré ou suco de plantas contendo
genipina para fornecer um suco de cor natural ou concentrado.

Genipina e outros compostos de iridoide, tais como acido genipi-
co, gentiobiosideo de genipina, geniposideo e acido geniposidico sao encon-
trados também nas frutas de Genipa americana, também conhecidas como
Genipapo, ou Huito, uma planta silvestre da América Latina tropical. As fru-
tas maduras de Genipa americana foram comumente usadas por pessoas
locais para fabricar bebidas refrigerantes, geleias, sorvete de frutas, sorvete,
compotas, xarope, um refresco - genipapada, vinho, um licor forte e extrato
de curtimento. Frutas verdes ou nao maduras sdo usadas como uma fonte
de cor para pintar faces e corpos para adorno, para repelir insetos, e para
tingir roupa, ceramica, redes, utensilios e materiais de cesto com um roxo
azulado. A fruta e os sucos também tém propriedades medicinais e xaropes
sao usados como farmaco para resfriado e tosse. Flores e casca de Genipa
americana também tém propriedades medicinais.

Genipa americana também é uma fonte natural de ferro, ribofla-
vina e substancias antibacterianas, além dos carboidratos, agtcar, proteinas,
cinza e acido malico em suas frutas. Os principais compostos bioquimicos
de Genipa americana incluem: calcio, fésforo, vitamina C, e cafeina, cateri-
na, acido genipico, genipina, gentiobiosideo de genipina, acido genipinico,
geniposideo, acido geniposidico, gardenosideo, genamesideos AD, garden-
diol, éster metilico do acido deacetil asperulosidico, shanzhiside, glicerideos,
hidantoina, manitol, ésteres metilicos, acido tanico e tartarico, e taninos.

A presente divulgagao refere-se a preparagdo de corantes esta-
veis por mistura e coprocessamento de suco de fruta, particularmente de
Genipa americana, com outros sucos ou extratos comestiveis de fruta, vege-
tal, materiais vegetais, grao, legume, nozes, sementes, materiais animais

incluindo leite e ovo, materiais microbianos, e algaceos, que contém amino-
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acidos, ou polipeptideos, ou proteinas. As cores do produto ndo sao estas
exceto a partir da combinagdo de pigmento simples, e os produtos de cor
tém grande estabilidade a acidez e aquecimento. O coprocessamento da
fruta de Genipa americana com outra(s) fruta(s) selecionada(s) (definida(s)
amplamente como acima a incluir também graos e materiais animais) para
obter o suco compésito € simples e eficaz. Os produtos podem ser usados
em uma ampla faixa de aplicagées, tal como géneros alimenticios, farmacos,
suplementos nutricionais, materiais de cuidado pessoal, cosméticos, e ragao
para animais.

Sumario da Invencao

A presente divulgacao fornece um método de produzir produtos
de cor estavel natural em que frutas de Genipa americana sao coprocessa-
das com outros sucos ou extratos comestiveis a partir de frutas, vegetais,
materiais vegetais, graos, legumes, nozes, sementes, materiais animais in-
cluindo leite e ovos, materiais microbianos, e algaceos que contém aminoa-
cidos, polipeptideos, e/ou proteinas.

A presente divulgagao fornece ainda produtos de cor natural que
tém propriedades organolépticas desejaveis e excelente compatibilidade
com alimentos e componentes de alimento, sdo intrinsecamente aceitaveis
aos consumidores devido a natureza de suas matérias-primas e tém certos
valores nutricionais, e que também tém estabilidade muito boa em uma am-
pla faixa de pH e boa resisténcia em uso ao calor e luz. Portanto, os produ-
tos sdo adequados para o uso em varias aplicagdes, tais como géneros ali-
menticios, farmacos, suplementos nutricionais, materiais de cuidado pesso-
al, cosmético, e ragdo para animais.

Breve Descricido dos Desenhos

A figura 1 & uma representacdo em fluxograma do processo
descrito no Exemplo 3.
Descricao Detalhada da Invencao

A presente divulgagao fornece um método de produzir produtos
de cor estavel natural usando-se suco de fruta de Genipa americana com os

varios materiais comestiveis adicionados. Acredita-se que a cor azul estavel
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natural seja obtida quando genipina e possivelmente gentiobiosideo de geni-
pina, que naturalmente existem na fruta de Genipa americana, reagem com
aminoacidos, polipeptideos, ou proteinas, e outros compostos com grupos
amina primaria, nos varios materiais comestiveis. Todas as técnicas e ope-
ragbes de extragdo de suco conhecidas e praticadas, e tecnologias de pro-
cessamento associadas com componentes que nao de suco reivindicados,
sdo consideradas adequadas para preparar os sucos de cor desta invengao
e sdo incorporados por referéncia aqui.
Materiais de Partida

Os materiais de partida usados no processo da presente inven-

¢ao sao frutas maduras de Genipa americana L.; também conhecida por
numerosos nomes informais: genipapo, huito, jaguar, bilito, cafecillo denta,
caruto, caruto rebalsero, confiture de singe, danipa, genipa, génipa, genipa-
yer bitu, guaitil, guaricha, guayatil colorado, huitol, huitoc, huitu, irayol, jagua
blanca, jagua amarilla, jagua colorado, jeipapeiro, juniper, maluco, mandipa,
marmelade-box, nandipa, nandipa genipapo, tapaculo, tapoeripa, taproepa
totumillo, yagua, yanupa-i, yenipa-i, yenipapa bi, genipapo, huitoc, vito, chi-
para, guanapay, ou outras variedades tais como jenipaporana ou jenipapo-
bravo. A fruta é ideal para colheita quando madura em tamanho, firme, e
verde a marrom esverdeado em cor; frutas excessivamente maduras caem
até o solo e deterioram.

Materiais podem ser fruta integral, suco de fruta, puré de fruta,
concentrado de suco de fruta, p6é seco de frutas ou suco, e a parte insoltvel
em agua das frutas de Genipa americana L ou seus parentes proximos que
também contém genipina, derivados de genipina, ou compostos de pré-
genipina. Estes compostos sdo um subgrupo da classe de iridoide de fito-
quimicos que sdo amplamente distribuidos, incluindo na familia Rubiaceae.
Alguma atencdo tem sido prestada a um entendimento da biossintese de
iridoide como um elemento da quimiossistematica (Sampaio-Santos e Ka-
plan, J. Braz. Chem. Soc. 12 (2001)), e estes dados ajudam a descrever o
grupo de plantas contendo genipina que produzem fruta e suco adequados

para o uso de acordo com esta invencgédo. Geralmente, tais frutas incluiriam
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membros da familia Rubiaceae, que contém genipina ou derivados de geni-
pina suficientes, incluindo gentiobiosideo de genipina, geniposideo, acido
geniposidico e gardenosideo, para reagir com os outros compostos definidos
aqui para produzir um produto colorido. Foi relatado na base de dados de
DNA (Andreason e Bremer, Am. J. Botany 87 1731-1748 (2000)) que Genipa
americana compreende um Glade junto com Gardénia e Kailarsenia. Sem
restringir o escopo de frutas que podem ser usadas na presente invengao,
mencao de Genipa americana deve ser tomada para incluir frutas comesti-
veis ou sucos ou extratos ou partes comestiveis de plantas relacionadas tais
como Gardénia e Kailarsenia e outras plantas contendo genipina, incluindo
Gardenia jasminoides Ellis e suas variedades.

Materiais podem ser extratos aquosos ou solventes das fontes
descritas. Solventes podem ser aqueles de uso comum na técnica, incluindo
agua, acético, citrico, ou solugdes tampao de fosfato, metanol, etanol, iso-
propanol, ou misturas dos mesmos em razées diferentes.

A ampla faixa de materiais comestiveis adequados compreende
frutas, vegetais, graos, legumes, nozes, sementes, materiais vegetais, mate-
riais animais incluindo leite e ovos, materiais microbianos e algaceos, e sub-
produtos de tais fontes, que contém aminoacidos, polipeptideos, e proteinas.
Estes materiais podem ser coprocessados com a fruta ou suco de fruta de
Genipa americana para produzir corantes estaveis naturais, especialmente
de cor azul.

As frutas, suco de fruta, puré, concentrado de suco, p6é seco ou
extratos do coprocesso podem ser obtidos de frutas incluidas dentro dos
grupos listados pelo FDA (Form FDA 2438g (10/91) (Citrus, Pome, Stone,
Tropical/Subtropical, Vine Fruits and Small Fruits and Berries) tais como me-
lancia, uva branca, abacaxi, lichia, cantalupo, banana, laranja, macga, péra,
limao, maracuja, uva vermelha, uva-do-monte, tamarindo, péssego, mamao,
acai, ameixa, goiaba, tangerina, borojo, cupuagu, goji, kiwi, etc.; esta lista-
gem nao é intencionada a limitar as frutas que sao adequadas.

O vegetal, suco vegetal, puré, concentrado de suco, p6 seco, ou

extratos do coprocesso podem ser obtidos de vegetais incluidos dentro dos
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grupos listados pelo FDA (Form FDA 2438g (10/91) (Root and Tuber, Bulb,
Leaf & Stem, Brassica, Legume, Fruiting and Curcubit Vegetables) tais como
brotos-de-feijao, repolho, aipo, cebolas, cebolas doces, aspargo, quaisquer
vegetais folhosos, vagens, ervilhas, couve-flor, brécolis, cenoura, abéboras,
pimentdes, batata, batata doce, tomate, etc.; esta listagem nao é intenciona-
da a limitar os vegetais que sdo adequados.

Os poés de graos, solugdes de graos, pasta, ou extratos do co-
processo podem ser obtidos de gréos incluidos dentro dos grupos listados
pelo FDA (Form FDA 2438g (10/91) (Cereal Grains) tais como trigo, cevada,
arroz, aveias, milho, sorgo, paingos, centeio, fagopiro, triticale, fonio, e qui-
noa, etc.; esta listagem nao é intencionada a limitar os graos que sdo ade-
quados.

O pé, solugao, pasta, extratos ou derivados de sementes oleagi-
nosas, nozes, € sementes do coprocesso podem ser obtidos de tais materi-
ais incluidos dentro dos grupos listados pelo FDA (Form FDA 2438g (10/91)
(Legume Vegetables, Oilseeds, Tree Nuts) tais como feijao-soja, feijoes
vermelhos, feijdes-de-lima, lentilhas, graos-de-bico, feijdes-fradinho, feijoes
pretos, favas, feijoes azuqui, feijoes de anasazi, amendoim, améndoas, cas-
tanha da faia, castanha-do-pard, nozes, avelas, pistache, cajus, macadamia,
castanhas, noz-peca, cocos, pinhdes, sementes de abdbora, sementes de
gergelim, sementes de girassol, semente de algodao, etc.; esta listagem nao
¢é intencionada a limitar os legumes, sementes e nozes que s&o adequados.

Os materiais vegetais de coprocesso podem ser extrato vegetal
de cevada, extratos de gramineas, cha e extratos de cha, algas marinhas e
extratos, etc.; esta listagem nao é intencionada a limitar os materiais vege-
tais que sdo adequados.

Os materiais animais de coprocesso podem ser musculo esque-
lético, 6rgaos nao musculares, peles, ou extratos de casco de animais mami-
feros, aves domésticas, frutos do mar, répteis, e leite e ovos; esta listagem
nao é intencionada a limitar os materiais animais que sdo adequados.

Os materiais de coprocesso podem ser varios materiais microbi-

anos incluindo levedura ou extratos de levedura, fungos e extratos flingicos
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incluindo cogumelos e algas e extratos de algas, etc.; esta listagem nao &
intencionada a limitar os materiais microbianos que sdo adequados.

Os materiais de coprocesso podem ser os extratos de qualquer
uma das fontes acima e podem compreender aminoacidos, polipeptideos,
proteinas, ou compostos com um ou mais grupos amina primaria. Solventes
de extrato podem ser selecionados daqueles versados na técnica tais como
agua desionizada; fosfato, ou citrato, ou acetato, ou carbonato, etc., solu-
¢oes tampao, solugdes alcodlicas ou misturas dos dissolventes para extra-
¢ao acima em razoes diferentes.

Processo de Preparacao para Corantes Estaveis

De modo a produzir os corantes da presente divulgagao, a Geni-
pa americana madura é coprocessada com outras frutas tais como melancia
por métodos convencionais bem conhecidos na técnica de modo a extrair o
suco da fruta. Depois da lavagem e/ou alvejamento, a fruta & descascada e
picada em pedagos, depois moida ou combinada com materiais de copro-
cesso, extraida com ou sem aquecimento, a polpa, as sementes e o material
da casca sao separados por filtragao, centrifugacdo ou prensagem e o suco
purificado é coletado. O processamento pode ocorrer durante até cerca de 8
horas, preferivelmente cerca de 0,1 a 4 horas, e mais preferivelmente cerca
de 0,1 a 1 hora, em uma temperatura de cerca de 20 a 45°C. O suco com-
posito obtido € submetido a aquecimento subsequente a uma temperatura
mais alta de cerca de 50 a 95°C durante cerca de 1 a 4 horas com mistura
adequada (por exemplo, por vibragao, agitagdo, ou aeragao) e concentrada
cerca de 2 a 10 vezes usando evaporagao com baixa pressao; o processa-
mento tem a vantagem de fornecer o tratamento com Juice HACCP neces-
sario para estabilidade microbiana. A concentragdo também pode ser reali-
zada em um evaporador instantaneo, por osmose reversa, ou ultrafiltragao
com uma membrana adequada, fornecendo assim um concentrado (tipica-
mente um fator de concentragao de duas a dez vezes do suco expelido) a-
dequado para remessa comercial, e a padronizagdo da cor resultante em
uma intensidade de tonalidade e cor estavel e desejada que pode ser ajus-

tada selecionando-se a razao das frutas de Genipa americana para materiais
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de coprocesso. A cor resultante pode ser subsequentemente seca por seca-
gem por atomizagao, secagem por congelamento ou secagem a vacuo. Al-
ternativamente, o processo de fabricagdo de cor pode comegar com um suco
ou concentrado de Huito previamente preparado ao qual o material de co-
processo é adicionado.

Esta razao de frutas de Genipa americana para materiais de co-
processo pode ser variada de cerca de 1:0,2 a cerca de 1:30 (em peso) de-
pendendo da quantidade de aminoacidos e proteinas nos materiais de co-
processo, e também do tipo ou perfil dos aminoacidos. Especificamente,
quando a fruta de Genipa americana é coprocessada com melancia fresca, a
razao de fruta para melancia é de cerca de 1:1 a cerca de 1:24, e preferivel-
mente de cerca de 1:2 a cerca de 1:12, e mais preferivelmente de cerca de
1:3 a cerca de 1:6.

Aquecimento no processo refere-se a reagdes enzimaticas, de-
senvolvimento da cor, e estabilidade da cor. Sem desejar especificar um
mecanismo de reagao, acredita-se que genipina, ou gentiobiosideo de geni-
pina e acido geniposidico que sao hidrolisados a genipina e derivados de
genipina por aquecimento ou a agao de beta-glucosidases que existem natu-
ralmente nas frutas de Genipa americana, reajam com proteinas e aminoa-
cidos nas frutas para produzir a cor resultante (Paik, Y.; Lee, C.; Cho, M.; e
Hahn, T. em J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 403-432). A reagao global pro-
cede lentamente em temperatura baixa ou ambiente. Para acelerar a reacao,
a divulgacao corrente usa duas etapas de aquecimento. Primeiro, aqueci-
mento em temperatura baixa é executado a cerca de 4 a cerca de 50°C, e
preferivelmente a cerca de 20 a cerca de 45°C. A maioria das enzimas ¢é ati-
va nesta faixa de temperatura, incluindo proteases que degradam proteina a
aminoacidos livres, pectinases e celulases que quebram pectina e celulose.
O aquecimento em temperatura baixa facilita a liberagdo de compostos qui-
micos das células na solugao aquosa. Segundo, o aquecimento em tempera-
tura alta é preferivelmente a cerca de 50 a cerca de 95°C, mais preferivel-
mente a cerca de 55 a cerca de 90°C, e o mais preferivelmente a cerca de

60 a cerca de 85°C, com mistura. Durante esta etapa, a atividade da beta-
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glucosidase € maxima, e a taxa da reagao quimica de genipina com grupos
amina primaria em aminoacidos, polipeptideos ou proteinas também é alta.
Uma mudanga de cor significante pode ser observada. Calor também pode
controlar reagdes indesejadas. Por exemplo, as enzimas endbégenas polife-
nol oxidase e peroxidase que causam mudancgas de cor e sabor indesejadas
em frutas e vegetais depois da colheita e durante o processamento, podem
ser desnaturadas por aquecimento criterioso. No presente processo, o regi-
me de aquecimento contribui para uma cor resultante reproduzivel, estavel e
desejada.

Aditivos do processo podem ser adicionados no processo. Enzi-
mas, tais como beta-glucosidase ou proteases, aceleram o desenvolvimento
da cor; outras enzimas, como celulase, hemicelulase e pectinase, aumentam
os rendimentos de massa total do suco.

O pH no processo inventivo afeta o desenvolvimento da cor. Pa-
ra produzir uma cor azul estavel, o pH adequado de suco de fruta de Genipa
americana e materiais de coprocesso, por exemplo, suco de melancia, pode
ser de acido a basico, na faixa do pH de cerca de 3 a cerca de 8, preferivel-
mente do pH de cerca de 3,5 a cerca de 7, e mais preferivelimente do pH de
cerca de 4 a cerca de 6. Para produzir uma cor avermelhada estavel, o pH
de suco de fruta de Genipa americana é ajustado para mais do que o pH de
cerca de 10, preferivelmente pH maior do que cerca de 12. Sob condigdes
alcalinas, os compostos de iridoide sao hidrolisados e perdem o grupo metila
do grupo —COOCH; na posigao C-4, resultando em um grupo —COO™ na po-
sicdo C4 (US 4247698 'Red coloring composite and the method for its pro-
duction' Toyama, et al.). Depois de manter em condi¢des alcalinas durante
um periodo suficiente e em uma temperatura adequada, o pH é ajustado
novamente para o pH de cerca de 3 a cerca de 6, e o suco é coprocessado
com outros materiais que contém aminoacidos, polipeptideos, ou proteinas
para gerar uma cor avermelhada, ou uma cor roxa avermelhada.

Outros componentes nos materiais de coprocesso, tais como an-
tioxidantes, metais multi-iénicos, agucares de redugao, compostos contendo

enxofre e polifendis, podem tomar parte em reagdes laterais durante o pro-
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cesso. Portanto a cor de corantes estaveis naturais varia por mudanga de
materiais de coprocesso e processos, com uma absor¢gdo maxima do com-
primento de onda 400 a 800 nm. Mais especificamente, um azul brilhante
gerado pela fruta de Genipa americana com melancia tem uma absorgao
maxima no comprimento de onda de 585 a 600 nm, enquanto uma cor verde
gerada por fruta de Genipa americana com suco de abacaxi tem absorgao
maxima em 590 a 610 nm e 400 a 420 nm.

Os solidos coloridos ou materiais insoliveis em agua que sao
obtidos durante as etapas de filtragdo ou centrifugagcao também podem ser
utilizados como corantes valiosos.

Propriedades de Corantes Estaveis Naturais

Corantes naturais que sdo produzidos usando-se materiais co-
mestiveis de Genipa americana e coprocessados tém absorgoes maximas
variando de 360 a 800 nm. Especificamente, os corantes azulado-brilhantes
que sao produzidos a partir de suco de fruta de Genipa e suco de melancia
tém uma absorgao maxima em um espectrofotdmetro (espectrofotémetro de
UV/VIS Perkin Elmer, Lambda 20, USA) na faixa de comprimento de onda
de 585 a 600 nm, dependendo da concentracdo dos reagentes. Os valores
Lab que foram determinados em um colorimetro Hunter Color Lab (Color
Quest XE, USA) sao L de 20 a 40; valorde ade 5 a-2; e valorde bde -5 a -
25 para corantes concentrados com um valor de cor de 2,0 a 10,0.

A estabilidade térmica de corantes alimenticios comumente usa-
dos é muito critica para aplicagdes. Os corantes naturais gerados a partir
desta divulgacao resistem ao calor muito bem. Depois da ebulicdo no pH 3
durante 30 minutos, a cor azul de Genipa obtida com suco de melancia ou
melancia fresca nao mostra nenhuma mudancga visual significante.

Alimentos e produtos de bebida contendo materiais de cor

Corantes naturais com base em Genipa, especialmente cor azul,
tém excelente estabilidade térmica e em pH acido, e consequentemente sao
particularmente adequados para colorir géneros alimenticios, farmacos, su-
plementos nutricionais, materiais de cuidado pessoal, cosmético, e racao

para animais aplicagdes para substituir pigmentos sintéticos ou corantes.
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Corantes naturais derivados de Genipa podem ser usados em a-
limentos e aplicagdes de farmacos depois de concentrar apropriadamente ou
depois de diluir com liquidos aquosos ou solventes aprovados adequados,
incluindo alcool. Dependendo do uso especifico, corantes naturais derivados
de Genipa, sozinhos ou misturados com outro corante ou pigmentos, podem
ser usados em uma ampla faixa de aplicagcdes alimenticias incluindo, mas
nao limitada a varias bebidas e bebidas alcodlicas, cereais matinais, produ-
tos de padaria, massa/macarrao, confeitos, produtos lacteos, carne proces-
sada, aves domésticas, e produtos de frutos do mar, diferentes temperos,
sorvetes, picles, biscoitos, e assim por diante.

Os exemplos seguintes sao fornecidos para o propésito de ilus-
trar ainda mais a presente divulgacao, mas em nenhum sentido devem ser
tomados como limitantes.

Exemplo N° 1

Varias frutas de Huito congeladas e descongeladas foram des-
cascadas e cortadas em pedagos pequenos. Uma parte de fruta, 116,0 g, foi
misturada com duas partes de agua desionizada, 232,0 g, e combinada u-
sando um Misturador Laboratorial de alta velocidade (Waring® Commercial)
durante 2 periodos de 40 segundos cada. Depois o puré de fruta combinada
foi filtrado através de um papel de filtro N4 Whatman, e o liquido filtrado foi
coletado. Beta-glucosidase (Enzyme Development Corp.) foi adicionada ao
fitrado em uma quantidade de 0,10 g por 60,0 g de solugéo.

A cinco gramas da solugdao acima em um tubo de teste (25 ml),
cinco gramas de materiais liquidos ou em p6 de frutas, vegetal, leite, soja, e
carne foram adicionados no tubo de teste, e misturados satisfatoriamente.
Amostras foram deixadas repousar na temperatura ambiente durante 16 ho-
ras, e depois aquecidas até 80°C durante 0,5 a 2,5 horas até que a cor fosse
estavel. As amostras foram purificadas por filtragao, se necessario, para re-
mover o material insoltvel.

Mudancas de cor de materiais coprocessados antes e depois da
incubacao foram medidas em um colorimetro Hunter Lab (Color Quest XE,

USA), e os resultados sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1

Materiais de Antes da Reacéo Aqu::):lrg:nto Depois da Reacdo Cor Visual

coprocesso

L a b L a b
Concentrado de 26,83 | 7,13 | 2,92 2,0 2467| 0,11 | -1,38 |Azul escuro
melancia,
65Brix
Suco de abacaxi 34,46 | 541 (10,16 25 2596| -0,35 | -1,14 |Verde floresta
Concentrado de 59,94 | 0,53 | 8,29 2,0 24,70| 0,04 | -1,40 |Azul vibrante
suco de lichia,
29Brix
Maracuja 2590 | 6,15 | 1,61 2,0 2465( 0,19 | -0,95 |Marrom escuro
purificado, 50Brix
Concentrado de
suco de péssego, 23,55 | 0,62 | -0,60 2,0 2454| 0,13 | -1,04 |Preto
68Brix
Suco de cantalupo 33,66 | 524 | 648 0,5 24,58| 0,03 | -1,09 |Azul escuro/roxo
Puré de banana 25 31,39 -0,35 | -1,51 |Azul acinzentado
Solugédo de broto 4453 | 064 | 7,79 0,5 2459| 0,06 | -1,22 |Azul escuro/roxo
de feijao verde
Suco de aipo 2969 | 9,22 | 5,30 1,0 2462 0,04 | -1,24 |Azul escuro
Pé de repolho 2,0 2456| 0,04 | -1,14 |Azul apurpurado
Solugéo de cebola 40,00 |-1,46 | 7,17 1,0 25,33| 0,18 | -1,38 |Roxo acincentado
amarela doce
Leite, 2% 87,80 |-2,13 | 7,37 2,0 29,00| -1,12 | -6,96 |Azul brilhante
cremoso
Leite de soja 7917 | 0,13 | 8,33 2,0 27,92| -0,97 | -4,44 | Azul-petroleo
cremoso

Pasta fluida 7496 | 0,62 | 9,22 2,0 2459| 0,09 | -1,03 |Azul apurpurado
de carne brilhante
de frango
Exemplo N° 2

Fruta de Huito descascada e cortada em cubos, 150,0 g foram
misturados com melancia fresca cortada em cubos, 1200,0 g, e preparados
através de puré durante um minuto em um misturador. Depois, o puré/suco
foi aquecido em um banho de agua a 40°C durante uma hora. O puré/suco
depois foi centrifugado a 2800 rpm durante 20 min, e o sobrenadante foi fil-
trado através de papel de filtro canelado. Em seguida, o filtrado foi aquecido
em um banho de agua quente (80°C) durante 1,5 hora; depois do que a so-
lugdo ficou azul em cor. A solugao azul depois foi concentrada em um Rota-
vapor (Buchi, Suiga) em pressao de 40 mmHg e 50°C e rotagao de 100 rpm.

A amostra final que foi obtida depois de concentragdo a 7,5X teve um Brix
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aparente de 75 a 78, e uma absorgdo maxima de 0,13366 em 595,79 nm em
um espectrometro (Espectrometro de UV/VIS Perkin Elmer, Lambda 20,
USA) depois da diluigao a 1000X com agua desionizada.
Exemplo N° 3

O produto de cor azul foi preparado a partir de 2,931 g de frutas
de Huito descascadas com melancia fresca, 11,305 g, e preparado através
de puré por um minuto em um misturador. O puré/suco foi agitado em uma
caldeira de 20 L a cerca de 37 a 40 graus C durante uma hora depois do que
ele foi filtrado para remover os sélidos por passagem através de uma tela de
tamanho de malha nimero N° 20 e um filtro de 5 pm em uma velocidade de
bomba de 1,0 litro por minuto. O filtrado foi devolvido a caldeira limpa e a-
quecido a cerca de 75 a 80°C durante 1,5 hora com agitagao vigorosa. A
solucgao azul resultante foi concentrada em um Rotavapor (Buchi, Suiga) em
pressdao de 40 mmHg e 50°C e rotagdo de 100 rpm. A amostra final teve
uma concentragcao aparente de 63,25 Brix, e uma absor¢ado maxima de
0,57124 em comprimento de onda de 591,76 nm em um espectrometro (Es-
pectrometro de UV/VIS Perkin Elmer, Lambda 20, USA) depois de diluigao a
1000X com agua desionizada. O processo € representado através de dia-
grama na figura 1.
Exemplo N° 4

Teste 1 de estabilidade para aplicagdes de bebida em pH baixo.
Uma estabilidade de vida util acelerada de 8 semanas foi realizada em trés
formulagdes de bebida tipicas: uma bebida de base lactea, uma agua real-
¢ada com vitamina, e uma bebida de limonada contendo aproximadamente
10% de suco. O pH das formulagdes estava entre 2,8 e 3,2, e a taxa de uso
da preparagao de cor do Exemplo 3 foi 0,05%. A condigao acelerada foi uma
caixa quente de 32,22°C (90° F), enquanto uma amostra de caixa fria de
4,44°C (40° F) refrigerada serviu como o controle. As amostras foram visu-
almente avaliadas e monitoradas quanto a mudanga de cor usando um colo-
rimetro Hunter Color Lab (Color Quest XE, USA). Os valores de DEcmc cal-
culados representam a mudanga na cor comparada ao controle com base

emdadosdelL ab.
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Depois de 8 semanas, a formula de base lactea exibiu um des-
vanecimento da cor aproximado de 20 a 25% com uma mudanca de azul
claro para um azul mais acinzentado. A formula de limonada mostrou um
desvanecimento da cor aproximado de 30 a 35% com acastanhamento de
20 a 25% e uma mudanga de um azul acinzentado para verde. Isto foi o
mais provavel devido ao acastanhamento dos sucos que quando combina-
dos com a cor azul resultaram em uma tonalidade de verde.

Depois de 8 semanas, a férmula de agua realgada demonstrou
um desvanecimento da cor aproximado de 20 a 25% com acastanhamento
de 20% e uma mudanca leve para verde. O teste de estabilidade de luz (A-
tlas Suntester XLS+, filtro optico, E 765 w/m?) consistindo em uma exposigao
de luz acelerada de 6 h usando luz do dia simulada apresentou menos do
que 30% de desvanecimento em todas as trés formulagées de bebida.
Tabela 2

Estabilidade acelerada Estabilidade da luz
Bebida de 8 semanas de 6 horas
DEcmc (Modo RSIN) DEcmc (Modo RSIN)
Base lactea 2,90 0,93
Limonada 4,81 1,22
Agua realgada 4,00 2,39

Teste 2 de estabilidade para aplicagées de bebida em pH baixo.
Um teste acelerado adicional foi realizado em uma bebida contendo a cor
azul fabricada de um lote de suco de cor mais concentrada. A bebida foi uma
solugao de agucar-sabor acido simples. Esta bebida apenas experienciou
um desvanecimento leve de aproximadamente 5% depois de 8 semanas. O
teste de estabilidade de luz apresentou muito pouca mudanga de cor qual-

quer que seja.

Tabela 3
Estabilidade acelerada de .
Bebida 8 semanas Estabilidade de luz de 6 horas|
DEcmc (Modo RSIN) DEcmc (Modo RSIN)
Solugdo de agucar- 1,30 0,43
isabor acido
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Teste 3 de estabilidade para aplicagdes de bebida em pH baixo.
Uma ampliagdo de escala piloto da cor azul usando materiais localmente
originados foi estabelecida em uma solugdo de agucar-sabor amargo sim-
ples. Depois de 8 semanas, um desvanecimento de aproximadamente 20%
foi observado. O teste de estabilidade de luz apresentou uma mudancga de
cor de aproximadamente 25 a 30%.
Tabela 4

Estabilidade acelerada Estabilidade de luz
Bebida de 8 semanas de 6 horas

DEcmc (Modo TTRAN) | [DEcmc (Modo TTRAN)

Solucao de aglcar-sabor
acido 3,37 4,17

Teste 4 de estabilidade para aplicagdes de bebida em pH baixo.
Uma preparagao comercial maior da cor azul foi estabelecida em uma bebi-
da aquosa realgada. Isto foi estabelecido tanto com quanto sem acido as-
corbico (aproximadamente 100% RDI de Vitamina C). Depois de 8 semanas,
um desvanecimento de aproximadamente 30 a 35% foi observado na amos-
tra com Vitamina C. Esta também teve uma mudanga de cor para um verde
azulado. A amostra sem Vitamina C mostrou desvanecimento de aproxima-
damente 20 a 25% com uma mudang¢a de cor para um azul mais purpurado.
O efeito da Vitamina C sobre a estabilidade da cor é similar ao que seria es-
perado para outras cores da natureza tais como aquelas que sdo com base
em antocianina. O teste de estabilidade da luz mostrou uma mudanga de cor
de aproximadamente 30% na formulagdo sem Vitamina C e menos do que
30% na formulagdo com. Em geral, em testes de estabilidade, o desvaneci-
mento da cor e mudangas na tonalidade estavam dentro de limites aceitaveis
para produtos comerciais e de magnitudes similares aqueles comumente

conhecidos para corantes alimenticios de antocianina.
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Tabela 5
Estabilidade acelerada Estabilidade de luz
Bebida de 8 semanas de 6 horas
DEcmc (Modo TTRAN) DEcmc (Modo TTRAN)
Agua realgcada 7,85 3,13
com Vitamina C
Agua realgcada 3,53 5,21
sem Vitamina C

Exemplo N° 5
Teste de aplicagao 1. A cor azul foi adicionada a uma base de

sorvete tipica. A cor resultante na aplicagao foi uma tonalidade azul-clara.

Teste de aplicagdo 2. A cor azul foi adicionada a uma base de
biscoito e depois assada em um forno. A cor resultante na aplicagcao foi uma
cor azul média com um tom marrom esverdeado leve. A cor azul também foi
adicionada a uma base de cereal tipica. Depois de passar por um processo
de extrusao comercial, a cor resultante foi um azul acinzentado. Estas cores
foram examinadas depois de armazenamento no ambiente por 6 meses e
mostraram pouco desvanecimento.

Teste de aplicagdo 3. A cor azul foi adicionada a uma base go-
mosa assim como uma base de pectina. A cor resultante foi um azul-escuro
atraente. A taxa de uso foi reduzida na base gomosa para fornecer uma to-
nalidade mais clara de azul. A combinagao com cores adicionais da natureza
forneceu tonalidades atraentes de verde e roxo nas gomas.

Exemplo N° 6

Teste de aplicagao. A cor azul foi adicionada a uma base de bis-
coito e depois assada em um forno. A cor resultante na aplicagao foi uma cor
azul média com um tom marrom esverdeado leve. A cor azul também foi a-
dicionada a base de cereal. Depois de passar por um processo de extrusao
comercial, a cor resultante foi um azul acinzentado.

Exemplo N° 7

O suco de fruta de Huito filtrado foi obtido pelo procedimento do

Exemplo N° 1, mas sem a adi¢cao de beta-glucosidase. 20,0 g do suco foram

misturados com 5,0 g de uma solugdo de NaOH a 10%. A mistura foi aque-
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cida a 35 a 40°C, e deixada repousar na temperatura ambiente durante cer-
ca de 3 horas. O pH da mistura foi ajustado para o pH 4,3 adicionando-se
2,08 g de acido citrico e 0,04 grama de beta-glucosidase depois foram adi-
cionados a solugao e misturados completamente.

Cinco gramas da solugdo acima foram adicionados a um tubo de
teste (25 ml), e cinco gramas adicionais de materiais de teste liquidos de
frutas, vegetais, ou agua desionizada, foram adicionados ao tubo de teste, e
misturados completamente. Amostras foram aquecidas até 80 a 90°C duran-
te 2 horas até que a cor fosse estavel. Todas as amostras mostraram cores
variando de avermelhado a marrom. As amostras foram filtradas, se neces-
sario.

O comprimento de onda maximo de absor¢ao para cada um dos
corantes acima foi medido em um espectrometro (Espectrometro de UV/VIS
Perkin Elmer, Lambda 20, USA), e os resultados sao mostrados na Tabela 6.
Tabela 6

Materiais de teste adicionados A max Cor Visual
Conqentrado de melancia, 531,82 |Marrom avermelhada
65Brix
Suco de cantalupo 540,32 |Marrom avermelhada
Solugao de broto de feijao verde 528,66 |Marrom avermelhada
Suco de aipo 538,03 |Marrom avermelhada
Solucao de cebola amarela doce 534,17 |Marrom avermelhada
Agua desionizada (controle) 576,06 |[Marrom avermelhada
Exemplo N° 8

Suco de gardénia, seis gramas, foi adicionado a um tubo de tes-
te (25 ml). Depois 0,20 g de beta-glucosidase e 0,10 g de solugdo de NaOH
a 10% em p/p foram adicionados ao tubo de teste, e misturados completa-
mente. O pH foi deste modo ajustado de 3,99 a 4,60. O suco de gardénia
obtido foi aquecido em um banho de agua de 60°C durante uma hora, de-
pois concentrado de melancia, cinco gramas, foi adicionado e misturado
completamente. A amostra de mistura foi aquecida a 70°C e mantida duran-

te 1 hora. A cor da amostra foi convertida de vermelho a verde.
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Exemplo N° 9
Um concentrado de suco de cor azul foi preparado misturando-

se 49,4 g de fruta de Huito cortada em cubos com 50,0 g de concentrado de
suco de abobora (Diana Naturals) e 150 g de agua desionizada. A mistura foi
combinada em uma velocidade alta durante 2x 60 segundos. Depois, 0 pu-
ré/suco foi aquecido em uma chapa de aquecimento a uma temperatura de
42°C e mantido durante 30 minutos, e depois foi centrifugado a 3500 rpm
durante 15 min, e o sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro N°4
Whatman. Em seguida, o filtrado foi aquecido em uma chapa de aquecimen-
to em uma temperatura de 60°C e mantido durante uma hora e meia. Uma
cor azul desejavel foi gerada com valor de L de 25,68, valor de a de 0,09, e
valor de b de -3,26, medidos em um Colorimetro de Hunter. A solugdo azul
depois foi concentrada em um Rotavapor (Buchi, Suica) em pressdo de 40
mmHg e 50°C e rotagao de 100 rpm. A amostra final que foi obtida depois de
concentragao de 7,3X teve um Brix aparente de 67,13.
Exemplo N° 10

Um suco de cor azul/verde foi preparado com fruta de Huito e
concentrado de suco de pimentdo amarelo. Cinquenta gramas de concen-
trado de suco de pimentdo amarelo (Diana Natural) foram misturados com
250 g de agua desionizada. A solugéo foi aquecida até a ebuli¢do e filtrada
para remover o floculado através de um papel de filtro N°4 Whatman. O fil-
trado depois foi misturado com 64,5 g de fruta de Huito cortada em cubos, e
a mistura foi combinada em uma velocidade alta (misturador de Waring) du-
rante 2x 60 segundos. Uma etapa de preaquecimento ocorreu em uma cha-
pa de aquecimento a 42°C durante 30 minutos. Depois da remog¢ao do mate-
rial insoltvel por centrifugagdo a 3500 rpm durante 15 min e filtragao através
de papel de filtro N4 Whatman, o filtrado foi aquecido em uma chapa de
aquecimento em um ajuste de temperatura de 62°C durante uma hora. Uma
cor azul/verde foi gerada com valor de L de 15,87, valor de a de -2,85, e va-
lor de b de -6,26, medidos com um Colorimetro de Hunter. A solugéo a-

zul/verde depois foi concentrada em um Rotavapor (Buchi, Suiga) em pres-
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sao de 40 mmHg e 50°C e rotagdo de 100 rpm. A amostra final que foi obti-
da depois de concentragao de 10X teve um Brix aparente de 65,2.
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REIVINDICAGOES

1. Método de preparar cores naturais, estaveis, resultando em
uma cor que apresenta um valor —b aumentado com base na escala CIE
LAB, quando a mistura defina na etapa (a) € comparada com a mistura pro-
cessada definida na etapa (c),

sendo que o dito método é caracterizado pelo fato de que com-
preende:

(a) formar uma mistura compreendendo:

(i) suco de fruta de uma planta da Familia Rubiaceae, que con-
tém uma quantidade de genipina ou derivados de genipina, incluindo gentio-
biosideo de genipina, geniposideo, acido geniposidico, e gardenosideo, ca-
pazes de reagir com o suco ou material liquefeito definido em (a)(ii) para
produzir um produto de cor desejada;

(i) outro suco ou material liquefeito feito através da liquefagao
quimica ou mecanica do material sélido, de uma fonte de grau alimenticio
adequada selecionada dentre frutos, graos, sementes, feijoes, nozes, legu-
mes, materiais de planta, leite, produtos lacteos, ovos, carne, frutos do mar,
crustaceos, materiais microbianos e de algas, e subprodutos dessas fontes
que contenham componentes capazes de fornecer a cor desejada quando
combinado com o suco definido em (a)(i);

(b) processar a dita mistura usando métodos de processamento
de suco convencional selecionado dentre moagem, prensagem, extragcao, e
combinag¢des dos mesmos, a um pH de cercade 3,5 acercade 7; e

(c) estabilizar a mistura contra crescimento microbiano, oxida-
¢ao, deterioragcao organoléptica e para prover uma cor estabilizada aplican-
do-se um tratamento térmico.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a fonte de genipina é Huito, Genipa americana.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a fonte de genipina é selecionada da fruta integral, suco de fruta,
puré de fruta, suco de fruta concentrado, forma de p6 seco de frutas ou su-

co, e parte insolavel em agua de frutas de Huito, Genipa americana, e com-
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binagdes dos mesmos.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a fonte de genipina é Gardenia jasminoides Ellis, selecionada de
fruta integral, suco de fruta, puré de fruta, suco de fruta concentrado, forma
de pé6 seco de frutas ou suco, e partes insoluveis em agua de frutas de Gar-
denia jasminoides Ellis, suas variedades ou parentes na familia de Gardenia,
e combinagbes dos mesmos.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a fonte de grau alimenticio (a)(ii) & selecionada de concentrados,
purés e formas secas, e combinagdes dos mesmos.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o componente (a) (ii) € selecionado de melancia, uva branca,
abacaxi, tamarindo, repolho, cenoura, laranja, maga, péra, uva vermelha,
uva-do-monte, broto-de-feijao, cantalupo, lichia, péssego, maméao, limao,
acgai, ameixa, goiaba, maracuja, tangerina, borojo, cupuagu, banana, abébo-
ra, pimentbes e combinagdes dos mesmos.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo
fato de que o componente (a) (ii) € melancia, e a cor resultante é azul.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o processamento inclui ajuste de pH.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a fonte de grau alimenticio (a)(ii) contém compostos nitrogeno-
sos selecionados de aminoacidos, polipeptideos, proteinas, e compostos
com um Oou mais grupos amina primaria, e combinag¢des dos mesmos.

10. Corante com base em suco natural estavel apresentando a
cor desejada, caracterizado pelo fato de que compreende uma mistura de:

(i) suco de fruta de uma planta da Familia Rubiaceae, que con-
tém uma quantidade de genipina ou derivados de genipina, incluindo gentio-
biosideo de genipina, geniposideo, acido geniposidico, e gardenosideo, ca-
pazes de reagir com o suco ou material liquefeito definido em (ii) para produ-
zir um produto de cor desejada;

(i) outro suco ou material liquefeito feito através da liquefagao
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quimica ou mecanica do material sélido, de uma fonte de grau alimenticia
adequada selecionada dentre frutos, graos, sementes, feijdes, nozes, legu-
mes, materiais de planta, leite, produtos lacteos, ovos, carne, frutos do mar,
crustaceos, materiais microbianos e de algas, e subprodutos dessas fontes
que contenham componentes capazes de fornecer a cor desejada quando
combinado com o suco definido em (i).

11. Corante com base em suco natural estavel fabricado, de
acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que a fonte de
genipina é Huito, Genipa americana.

12. Corante com base em suco natural estavel fabricado, de
acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que a fonte de
genipina & Gardenia jasminoides Ellis, selecionada de fruta integral, suco de
fruta, puré de fruta, suco de fruta concentrado, forma de pé seco de frutas ou
suco, e partes insoluveis em agua de frutas de Gardenia jasminoides Ellis,
suas variedades ou parentes na familia de Gardenia, e combinag¢des dos
mesmos.

13. Corante com base em suco natural estavel fabricado, de
acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que o componente
(i) € melancia e a cor desejada é azul.

14. Produto alimenticio, caracterizado pelo fato de que compre-
ende o corante, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 10, 11 e
13.

15. Método de selecionar uma cor desejada para ser preparada,
como definida na reivindicagao 2, caracterizado pelo fato de que compreen-
de:

* combinar suco de Huito separado em combinagdes multiplas
com um ou mais sucos adicionais;

« estabilizar a mistura contra crescimento microbiano, oxidacgao,
deterioragdao organoléptica e quanto a intensidade de cor aplicando-se um
tratamento térmico;

* avaliar a cor gerada quanto a intensidade, tonalidade, e con-

formidade da tintura para a especificagcdo desejada pelo uso de técnicas,
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analises e equipamento conhecidos na técnica;

* ajustar propor¢des e/ou qualidade de sucos ou extratos de mo-
do a obter a cor desejada;

* ajustar as condi¢des de processamento de modo a obter a cor

5 desejada; e

« utilizar as proporcdes e condi¢cdes identificadas de modo a fa-
bricar corantes da cor desejada.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado pe-

lo fato de que o componente (a)(ii) € melancia, e a cor resultante é azul.
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Fig. 1 — Processo de Suco de Huito do Exemplo 3
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