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RESUMO

Aplicacdo de extratos de acerola (Malpighia emarginata) em emulses lipidicas

A oxidacao lipidica € uma das causas de deterioracéo e perda de qualidade dos alimentos.
Com a intencdo de reduzir ou inibir essa reagdo, sdo empregados antioxidantes sintéticos. No
entanto, com a crescente preocupacao sobre o efeito dos mesmos sobre a saude, diversas pesquisas
tém por objetivo buscar alternativas de fontes naturais. A atividade antioxidante de frutas tem sido
muito estudada. A acerola se destaca devido aos seus componentes, como 0 acido ascorbico,
compostos fendlicos, carotenoides e antocianinas, conferindo elevada capacidade antioxidante,
principalmente no estadio de maturacédo verde, o qual pode ser explorado como base para aditivo
para a industria alimenticia. A técnica de microencapsulacao pode facilitar a aplicacdo, proteger os
compostos ativos e favorecer sua liberacdo controlada em um produto. O objetivo deste trabalho foi
obter extratos de frutos de acerola em condi¢cdes otimizadas e submeté-los ao processo de
microencapsulacéo, visando avaliar seu potencial de aplicacdo como antioxidante em emulséo
lipidica. Foi realizada a otimizagdo da extracdo de compostos ativos de amostras de frutos verdes e
maduros de acerola por meio da metodologia de Superficie de Resposta, em que foram determinados
os efeitos da propor¢do amostra:solvente e tempo sobre a atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e
compostos fendlicos totais (CFT). Os extratos obtidos em condi¢des otimizadas foram caracterizados
quanto ao teor de compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante (DPPH, ABTS, ORAC-H e
FRAP), teores de acido ascérbico e compostos fendlicos (clorogénico, feralico e p-cumarico). O
extrato com maior atividade antioxidante foi selecionado para a obtencéo de microparticulas por spray
drying, com adicdo de goma arabica e maltodextrina. As microparticulas foram caracterizadas
(umidade, aw, solubilidade, higroscopicidade, tamanho de particulas), avaliadas por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) e também quanto a manutencdo da atividade antioxidante. As
microparticulas, o extrato aquoso de acerola otimizado e o antioxidante sintético TBHQ (Terci-Butil-
Hidroquinona) foram aplicados em sistema modelo de emulsdo em concentracdes de até 200 mg. Kg
! As emulsdes foram submetidas ao teste acelerado de oxidacdo a 40°C por 9 dias, com
acompanhamento da variacdo do teor de hidroperdxidos, dienos conjugados e indice de cremeagéo
(Cl) a cada 3 dias. A otimizacao propiciou a obtencdo de extratos com elevada atividade antioxidante.
Para os frutos maduros a melhor propor¢cdo amostra:solvente (dgua) foi de 1:30, j& para frutos verdes
foi de 1:40. O tempo 6timo identificado foi 10 minutos de extragdo. Os extratos de frutos verdes
apresentaram atividade antioxidante superior aos de frutos maduros, bem como elevadas
concentragcdes de &cido ascorbico e acidos fendlicos. As microparticulas apresentaram baixa
umidade e atividade de agua. A maior solubilidade e menor higroscopicidade foi verificada nas
produzidas com maltodextrina. Ambas apresentaram particulas pequenas e caracteristicas
tecnoldgicas adequadas para aplicacdo em alimentos; entretanto a microparticula produzida com
goma arabica se destacou pelo elevado rendimento no processo e prote¢do da atividade antioxidante.
Os ftratamentos com a adicdo de microparticulas em emulsdes apresentaram efeito protetor
significativo e semelhante ao antioxidante sintético TBHQ nas concentracdes de 100 e 200 mg.kg™ na
avaliacdo da oxidacao lipidica. No entanto, o efeito protetor conferido pela adicdo de microparticulas
com goma arabica e de mistura de microparticulas a 200 mg.kg™" permitiram maior controle do
processo oxidativo, com a observacdo de baixos teores de hidroperdxidos, dienos conjugados e
menores indices de cremeagdo durante o teste acelerado. Conclui-se que extratos
microencapsulados de frutos verdes de acerola sdo promissores para aplicacio em emulsdes
lipidicas e apresentam potencial para substituir antioxidantes sintéticos em alimentos e cosméticos.

Palavras-chave: Antioxidante; Otimizacéo; Acerola verde; Acerola madura; Microencapsulacdo



ABSTRACT

Application of acerola extracts (Malpighia emarginata) in lipid emulsions

Lipid oxidation is one of the major causes of deterioration and loss of food quality. Synthetic
antioxidants are applied in order to reduce or inhibit this reaction. However, with growing concern
about health aspects of these antioxidants, several research aims to find alternatives from natural
sources. The antioxidant activity in fruits has been studied. Acerola stands out due to its components,
such as ascorbic acid, phenolic compounds, carotenoids and anthocyanins, that may are related to
high antioxidant capacity, specially at the green maturation stage, which can be exploited as an
additive for the food industry. The microencapsulation technique may facilitate its apllication by
protecting the compounds and promoting controlled release of active compounds. The objective of this
work was to obtain extracts of acerola fruit under optimized conditions and to submit them to the
microencapsulation process, aiming to evaluate its potential application as antioxidant in lipid
emulsion. The optimization of the extraction of active compounds from green and ripe acerola fruits
was achieved through response surface methodology, in which the effects of proportion
sample:solvent and time on the antioxidant activity (DPPH and ABTS) and total phenolic compouns
(TPC) were determided. The extracts obtained under optimized conditions were characterized as the
content of total phenolic compounds (TPC), antioxidant activity (DPPH, ABTS, ORAC-H and FRAP),
ascorbic acid and phenolic compounds (chlorogenic, ferulic, and p-coumaric acids). The extract with
greater antioxidant activity was selected to obtain microparticles by spray drying, with addition of gum
arabic and maltodextrin. The microparticles were characterized (moisture, water activity,
hygroscopicity, solubility, particle size), evaluated by scanning electron microscopy (SEM) and the
maintenance of the antioxidant activity. The microparticles, the optimized aqueous acerola extract and
the synthetic antioxidant TBHQ (terc-butyl-hydroquinone) were applied in model system of emulsion in
concentrations up to 200 mg. Kg™. The emulsions were subjected to accelerated oxidation test at
40°C for 9 days, with monitoring of the variation of the hydroperoxides content, conjugated dienes and
creaming index (Cl) every 3 days. The optimization promoted to obtention of extracts with high
antioxidant activity. For the ripe fruits the best sample:solvent (water) ratio was 1:30 and for green
fruits it was 1:40. Optimum time identified was 10 minutes of extraction. The extracts of green fruits
showed higher antioxidant activity than mature fruits, as well as higher concentrations of ascorbic acid
and phenolic acids. The microparticles had low moisture content and water activity. The greater
solubility and lower hygroscopicity was observed in those produced with maltodextrin. Both showed
small particles and technological characteristics suitable for application in food; however the
microparticle produced with gum arabic was distinguished by the high yield in the process and
protection of the antioxidant activity. The treatments with addition of microparticles in emulsions
showed significant protective effect similar to the synthetic antioxidant (TBHQ) at concentrations of
100 and 200 mg.kg™ in the evaluation of lipid oxidation. However, the protective effect conferred by
the addition of microparticles with gum arabic and a mixture of microparticles at 200 mg.kg™ allowed
the greater control of the oxidative process, with the observation of low hydroperoxides content,
conjugated dienes and lower creaming inde during the accelerated test. It is concluded that
microencapsulated extracts of green acerola fruits are a promising for application in lipid emulsions
and show a potential to replace synthetic antioxidants in food and cosmetics.

Keywords: Antioxidants; Optimization; Green acerola; Ripe acerola; Microencapsulation



1. INTRODUCAO

A oxidacéo lipidica é considerada uma das reacdes mais preocupantes na industria de
alimentos, a qual pode ocorrer principalmente em produtos com elevados teores lipidicos, como
emulsdes e 6leos. Esta reacdo é apontada como uma das causas que levam a deterioracédo e perda
de qualidade de alimentos (MCCLEMENTS, 2005; RIES; HAISMAN; SINGH, 2010; BERTON-
CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014). Na oxidacao lipidica, as reagdes desencadeadas por fatores
pro-oxidantes, favorecem a formagdo de compostos primarios, como os hidroperéxidos, que por sua
vez se decompdem ao decorrer da reagdo. A decomposicéo dos hidroperdxidos propicia a formagéo
de compostos secundarios, que sdo responsaveis pelas alteracdes de textura, aparéncia, sabor e a
formag&o de off-flavors, os quais reduzem o valor nutricional, bem como a aceitabilidade de produtos
(MCCLEMENTS; DECKER, 2000; KARGAR; SPYROPOULOS; NORTON, 2011). Além disso, h&a
relatos da formagéo de compostos altamente toxicos ao organismo humano (KUBOW, 1992; PAPUC
etal., 2017).

Em 6leos e emulsdes lipidicas a oxidacao apresenta intensidades diferentes. Em sistemas
de emulsdes lipidicas do tipo 6leo em agua, a oxidagdo apresenta taxas maiores do que em 6leo,
devido a complexidade, bem como maior exposicdo da fase aquosa aos fatores que induzem o
processo oxidativo, como o oxigénio e metais, que se difundem entre a &rea interfacial entre 6leo e a
agua (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014).

Com o emprego de antioxidantes sintéticos é possivel retardar a oxidag&o lipidica, por
diversos mecanismos de agdo, como a doacgao de hidrogénios para os radicais livres, interrupcdo de
reacbes (SHAHIDI, 2015), pela complexacdo de metais, sequestro do oxigénio, desativacdo de
oxigénio singlete e metais, entre outros (DECKER, 2002). Os principais antioxidantes empregados
atualmente no setor de alimentos e cosméticos para 6leos e gorduras sdo 0s sintéticos, como o
BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno), TBHQ (Terc-Butil-Hidroquinona) e PG
(propil galato) (O'BRIEN, 2009). No entanto, ha evidéncias de efeitos deletérios ao organismo
causados pelo consumo desses antioxidantes, trazendo grandes preocupagdes aos consumidores (LI
et al., 2014). Diante dessa tematica, pesquisadores buscam alternativas de antioxidantes
provenientes de fontes naturais (CHAN et al., 2012), devido ao potencial antioxidante apresentado
por compostos extraidos de diferentes fontes vegetais.

Em 6leos e emulsBes alimenticias, ha trabalhos na exploracdo de antioxidantes de origem
vegetal e estes tém se mostrado muito promissores. Entre os trabalhos, ha aplicacdo de diferentes
fontes, como ervas e condimentos, folhas de vegetais, prépolis, entre outros, visando avaliar a
estabilidade oxidativa de 6leos e produtos de alto teor lipidico (FRANKEL et al., 1996; GALLEGO et
al., 2013; TAGHVAEI et al., 2014; REIS et al., 2017). O uso de frutas ou extratos de frutas como
potencial antioxidante em Oleos e emuls@es alimenticias ainda é pouco explorado.

A atividade antioxidante in vitro de extratos de frutas tem sido estudada visando o emprego
como suplementos em produtos alimentares e farmacéuticos (RUFINO et al., 2010; RIGHETTO;
NETTO, 2005; DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013). Dentre as frutas, ha grande interesse no

uso da acerola, devido aos seus componentes, tais como compostos fendlicos, acido ascérbico
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(DOOLAEGE et al., 2011), carotenoides e antocianinas (VENDRAMINI; TRUGO, 2000; LIMA et al.,
2006), o quais podem trazer beneficios a saude. Os compostos presentes na acerola provém elevada
capacidade antioxidante em sistemas in vitro, principalmente o estadio de maturacdo verde (DELVA;
GOODRICH-SCHNEIDER, 2013), que pode ser explorada para a insercdo em 6leos e emulsdes na
indUstria alimenticia como alternativa aos antioxidantes sintéticos (SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA,
2015). No entanto, ha a necessidade de estudos que viabilizem o emprego da acerola em produtos
alimentares, os quais podem contribuir na inibicdo da oxidagdo lipidica, com propriedades
tecnologicas interessantes, além de facilitar a aplicagdo dos mesmos na inddstria de alimentos.

A técnica de microencapsulacéo por spray dryer tem sido utilizada na obtencdo de produtos
em po, pela atomizacdo do produto. Esse processo garante a protecdo de compostos instaveis, os
guais sdo envoltos por um material de parede para a formacdo de uma microparticula
(SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2010). O produto resultante, a microparticula, pode ser empregada em
diferentes produtos, como é o0 caso de emulsBGes, pois alguns materiais encapsulantes
(maltodextrinas, pectinas, gomas e as proteinas) possuem propriedades tecnoldgicas interessantes,
com destaque para a acado emulsificante (TAHERIAN et al. 2011; MCCLEMENTS; DECKER, 2000).
Além disso, o processo de microencapsulacdo (FANG; BHANDARI, 2011) pode garantir uma
protecdo aos compostos de interesse de extratos de frutas e conduzir a liberacdo controlada dos
compostos bioativos ao meio durante o armazenamento de produtos, facilitando o seu emprego
(HUANG; YU; RU, 2010), o que consiste em aspectos interessantes do ponto de vista tecnoldgico.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo a obtengcédo de microparticulas
com elevada atividade antioxidante, a partir da otimizacéo da extracdo dos frutos de acerola, visando
avaliar o potencial de aplicagcdo e a efetividade como antioxidante em sistema modelo de emulsdo
lipidica.

O Capitulo 2 apresenta a reviséo bibliogréfica sobre oxidagéo lipidica, antioxidantes naturais
e 0 uso da acerola. No Capitulo 3 sdo apresentados os resultados da otimizacdo do processo de
extracdo dos compostos antioxidantes dos frutos de acerola. O Capitulo 4 apresenta o processo de
microencapsulacdo do extrato de acerola e a caracterizagdo das microparticulas. E por dltimo, o
Capitulo 5 apresenta os resultados da aplicacdo do extrato otimizado de acerola e das

microparticulas em sistema modelo de emulsé&o.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Emulsdes alimenticias

As emulsbes sao consideradas dispersées coloidais que se caracterizam por apresentar
tanto uma fase dispersa ou interna como uma fase continua ou externa (SCHRAMM, 2005;
SCHRAMM; STASIUK, 2005), imisciveis entre si (DALGHEISH, 2004). Muitos alimentos consumidos
diariamente sdo emulsfes alimenticias, que apresentam caracteristicas de grande aceitagdo pelos
consumidores, tais como leite, margarina, sorvetes, cremes, maionese, queijos, bebidas, entre outros
(MCCLEMENTS; DEMETRIADES, 1998; McCLEMENTS, 2005; HEERTJE, 2014).

A classificagédo das emulsdes pode ser definida pelo tipo de liquido da fase continua, entre
estas podem ser as do tipo 6leo em agua (o/a) e agua em oleo (a/o), como também as “duplas
emulsdes”, as quais ocorrem como Oleo em agua em dleo (o/a/o) e agua em 6leo em agua (a/o/a)
(SCHRAMM, 2005). As emulsdes podem ser definidas tanto por suas fases dispersas e continuas,
como também através do emulsificante empregado no produto, ou seja, o emulsificante deve ser

solavel em sua fase continua para que ocorra a estabilizacdo da emulsdo (STAUFLER, 2002).

Emulsées simples ou normais

o/a

Emulsées multiplas ou duplas

o/alo

®

o(')Ieo

Figura 1. Tipos de emulsdes. Fonte: Elaborado e adaptado de Salager (2000)

As emulsbes alimenticias do tipo 6leo em agua possuem goticulas de 6leo dispersas em
fase aquosa, como o leite, molhos, sopa, sorvetes e maionese, com variacdo no teor de lipideos.
Algumas bebidas também sé&o classificadas como esse tipo de emulsdes, as quais geralmente sao
formadas por emulsdes 6leo em agua, tais como, cafés, chas, bebidas esportivas e algumas férmulas
infantis que apresentam em suas composi¢des valores menores que 0,1% de 6leo. Os sorvetes, por

exemplo, podem apresentar uma meédia de 12,5% de gorduras (McCLEMENTS, 2005). Ja os



14

produtos formados a partir de uma emulséo agua em 6leo, ou seja, com goticulas de dgua dispersa
em fase oleosa, geralmente sdo formadas por altas concentracdes de 6leo. No caso da manteiga, a
legislacdo brasileira prevé que devem apresentar teores de “matéria gorda” de no minimo 80%
(BRASIL, 2000, 1996), j& no caso na margarina, ndo ha um minimo estabelecido pela legislacdo, mas
nao deve exceder de 95% de lipideos totais (BRASIL, 1997). No entanto, muitos produtos deste tipo
de emulsao (a/o) ja foram desenvolvidos com “baixos teores de gorduras”, consistindo em teores de
10 a 79% de gorduras (SCHRAMM, 2005).

2.1.1. Estrutura e estabilidade

O processo de formagédo das emulsdes envolve formacdo e estabilizagdo de uma nova
interface, sendo necessario que as goticulas interajam entre si e entre os demais ingredientes
presentes na solugédo para adquirir a estrutura de uma emulsdo. Na formagédo de uma emulséo é
necessaria a homogeneizacgao para a que as fases imisciveis componham um novo sistema. Nessa
fase do processo é necessario determinar a concentracdo dos liquidos e de emulsificantes para que o
produto final, emulsGes 4gua em 6leo ou 6leo em &gua, seja produzido (MCCLEMENTS, 2005).

Como as emulsbGes sdo consideradas instaveis termodinamicamente, diversos fatores
podem ser causadores da instabilidade das emulsGes, como a presenca de sais e metais,
temperatura de armazenamento, pH, concentracdo de agentes emulsificantes e/ou surfactantes
(SUN; GUNASEKARAN, 2009; KARGAR et al., 2012), além da atuacéo dos radicais livres formados
durante a oxidacgéo lipidica que podem afetar a estabilidade fisica das emulsées, como na agregagdo
de goticulas (MOSCA et al. 2013).

A instabilidade de emulsbes pode ser causada pela agregagéo ou coalescéncia de uma das
fases, sendo as principais causas a falta de emulsificante para cobrir toda a interface 6leo e 4gua e a
homogeneizagéo inadequada (DALGLEISH, 1997). A estabilidade da emulsdo pode ser conduzida
pela adicdo de moléculas de emulsificantes e estabilizantes, como monoglicerideos, proteinas e
polissacarideos (DICKINSON; WOSKETT, 1989) que formam uma barreira na interface 6leo ou agua,
evitando a desestabilizacdo de cada tipo de emulsédo (CLAESSON; BLOMBERG; POPTOSHEV,
2001). Dessa forma, é importante avaliar o emulsificante apropriado para cada emulsdo a ser
formada, bem como o resultado a ser alcan¢ado (STAUFFER, 2002).

As moléculas de emulsificantes e estabilizantes apresentam caracteristicas especificas, as
guais contribuem no controle das aglomeracdes das goticulas de 6leo (BARROS et al., 2007), bem
como na estabilidade da tensdo superficial. Os emulsificantes sdo considerados anfifilicos, devido a
presenca de regibes polares e apolares em uma mesma molécula (MCCLEMENTS, 2002;
CLAESSON; BLOMBERG; POPTOSHEV, 2001), os quais sdo utilizados para estabelecer uma
dispersdo adequada e alterar a tensdo superficial entre as fases. Estes podem ser classificados
conforme os valores de balanco hidrofilico e lipofilico (HLB) apresentados para cada agente, sendo
gue valores de HLB menores que 10, sdo considerados solaveis em 6leo, e maiores que 10, sdo
soliveis em &gua (STAUFFER, 2002), como é o caso de Tweens (polisorbatos) e Spans

(MCCLEMENTS, 2002). No entanto, outras moléculas também podem ser utilizadas como
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emulsificantes, como € o caso das proteinas (proteinas do soro de leite, caseina) e os
polissacarideos (goma arabica) (STAUFFER, 2002).

Os estabilizantes séo agentes utilizados como protecdo para as goticulas nas emulsdes
(DICKINSON, 1993) e também conferem uma viscosidade para as solucbes. Os principais
estabilizantes utilizando sdo as gomas e as proteinas. Em geral, as moléculas de estabilizantes sao
consideradas maiores que as moléculas de emulsificantes (STAUFFER, 2002).

2.2. Oxidacao lipidica

A oxidagédo lipidica € considerada uma das maiores causas de deterioragdo e perda de
qualidade dos alimentos (SHAHIDI; ZHONG, 2010). Essa reacdo afeta a integridade dos alimentos
que possuem alta concentracdo de lipideos, como emulsdes e 6leos. Nesta reacdo, ha a formacao de
compostos que afetam a aceitabilidade de produtos, alteram a composicdo nutricional e propiciam a
formacdo de compostos de alta toxicidade (HALLIWEL et al., 1995; KARGAR; SPYROPOULOQOS;
NORTON, 2011). A oxidagdo nos alimentos se instala a partir da atuacao de fatores pro-oxidantes,
como a presenca de oxigénio, enzimas, exposi¢do a luz, calor, ions metélicos, dentre outros. Além
disso, a taxa de oxidacdo pode ser alterada por alguns fatores, como a temperatura de
armazenamento, a natureza do substrato, presenca de catalisadores e inibidores (MCCLEMENTS,
2005; MCCLEMENTS; DECKER, 2000).

A estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras pode variar conforme sua estrutura, em relacéo
ao grau de instauracao dos acidos graxos de cada 6leo. O 6leo de soja, por exemplo, possui &cidos
graxos poli-insaturados e em comparacdo aos Oleos refinados normalmente comercializados e
consumidos, é considerado um 6leo de baixa estabilidade oxidativa (SMITH; KING; MIN, 2007). Em
contrapartida, os 6leos e gorduras de alta estabilidade citados séo o 6leo de palma e 6leo de coco,
dado pela alta concentracdo de &cidos graxos saturados (FAN; ESKIN, 2015).

Nos produtos formados a partir de 6leos, como as emulsdes tipo 6leo em agua, a taxa de
oxidacdo pode ser ainda maior (FRANKEL et al., 2002). Diferentes fatores sdo relacionados a essa
afirmagdo, como o maior contato dos acidos graxos insaturados com fatores pré-oxidantes, como o
oxigénio, que pode estar dissolvido na fase aquosa, a introducdo de oxigénio durante o
processamento da emulsdo, entre outros fatores, o que pode se tornar complexa a avaliacdo da
oxidacao nestes tipos de produtos (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014).

Dentre os mecanismos de oxidacdo estdo a auto-oxidacgdo, fotoxidacao, termoxidacdo, bem
como a oxidacdo favorecida pela presenca de enzimas, como a lipoxigenase (ROUSSEAU, 2004;
SHAHIDI, 2000). Em geral, estas reacdes se diferem somente na geracdo de radicais, seguindo as
mesmas etapas de formagio de compostos primarios e secundarios (MATTHAUS, 2010). Entre estes
mecanismos, a principal reacdo de oxidagéo lipidica que se instala em alimentos é a auto-oxidagao, a

gual pode ser separada em trés fases distintas: iniciacdo, propagacao e término (Figura 2).



16

Iniciagéo RH — R* + He

Propagacé&o Re* + O. - ROO-*
ROO* + RH - ROOH + Re

Término Re + R*
Re* + ROO*
ROO* + ROO*

RH = Acido graxo insaturado; R+ = Radical livre; ROO- = Radical peroxila; ROOH = Hidroperoxido
Figura 2. . Mecanismos de auto-oxidagdo de lipideos. Fonte: Adaptado de Shahidi (2015)

A auto-oxidacd@o é iniciada a partir da eliminagdo de um &tomo de hidrogénio de uma
molécula de &cido graxo insaturado, que pode ser ocasionada pela acdo do oxigénio com as
moléculas de lipideos, formando radicais livres. Esta reacdo é mais suscetivel na presenca de
catalisadores como calor, luz, enzimas e ions metalicos (SHAHIDI; ZHONG, 2010). Os radicais livres
também interagem com o oxigénio presente no meio, formando radicais peroxil (ROQO¢), os quais sédo
altamente instaveis. Esses processos podem ocorrer tanto na fase de iniciagdo como de propagacgdo
(SHAHIDI; ZHONG, 2010; ROUSSEAU, 2004).

Na propagac¢édo da oxidagdo ocorre a formacgdo dos produtos primarios, os hidroperéxidos
(ROOH) e radicais livres (R¢), a partir da reacdo do radical peroxil com hidrogénio proveniente de
outras moléculas de lipideos insaturados. Essa fase também sofre a influéncia de catalisadores como
calor, luz, presenca de ions metalicos e oxigénio (ROUSSEAU, 2004). Na fase chamada de “término”,
os radicais livres acumulados (Re, ROO¢) se decompdem para a formagao de produtos estaveis ndo
reativos, como alcool, aldeido, compostos carbonilicos, os quais s@o volateis, sendo responsaveis
pelo aroma e sabor de ranco de 6leos e gorduras, além de formacdo de produtos de alto peso
molecular (ROUSSEAU, 2004; FRANKEL, 2005).

A oxidagdo lipidica em alimentos pode ser inibida ou reduzida com o emprego de
antioxidantes que possuem func¢des importantes como a doacdo de hidrogénio para os radicais livres,
competindo com as reacfes da propagacdo, favorecendo a interrupcdo da reacdo de formacgéo de
radicais livres. Os antioxidantes que podem se utilizados com essa finalidade podem ser de origem
sintética ou natural (SHAHIDI, 2015).

2.3. Antioxidantes

Os antioxidantes s&o definidos como aditivos que possuem a funcdo de impedir ou retardar
a oxidacdo e, consequentemente, contribuir com aumento de vida util de produtos que possuem
elevadas concentracbes de lipideos em suas composi¢cdes. Sdo comumente aplicados tanto na
industria alimenticia, como farmacéutica e quimica. Quando se trata de alimentos, os antioxidantes
empregados podem ser classificados como sintéticos e naturais. Os sintéticos sdo largamente

utilizados na industria de alimentos, como o BHA, BHT, TBHQ e PG. Ja os naturais, sdo empregados
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os tocoferdis, encontrados em suas formas naturais nos 6leos vegetais (SHAHIDI, 2000; O’'BRIEN,
2009). No entanto, ja se tém demonstrado o potencial antioxidante de diferentes plantas e vegetais
para o emprego em produtos (DOOLAEGE et al., 2011; SILVA et al., 2013; TAGHVAEI et al., 2014;
CASEMIRO, 2016), mas sao escassos 0s trabalhos que apresentam a possibilidade do emprego em
diferentes sistemas e uso industrial.

O mecanismo de a¢do dos componentes que atuam como antioxidantes, tanto os naturais
guanto os sintéticos, varia conforme a estrutura dos compostos. Muitos antioxidantes apresentam
grupos funcionais semelhantes e entre estes podem ser citados os compostos fendlicos, os
carotenoides e o0s tocoferbis. Estes antioxidantes podem ser classificados em primarios e
secundarios. Os antioxidantes primarios possuem a capacidade em doar prétons para moléculas
instaveis, como os radicais livres, cessando a iniciacao e interrompendo a propagacdo da oxidacao
(RAMALHO; JORGE, 2006). Os secundarios podem atuar na complexacdo de metais, na
decomposicdo de hidroperdxidos, no sequestro de oxigénio, na desativacdo de oxigénio singlete,

entre outros mecanismos de agéo (DECKER; 2002).

2.3.1. Antioxidantes sintéticos

Na industria de alimentos sdo comumente empregados antioxidantes sintéticos como aditivo
em alimentos, com a finalidade de inibir ou retardar oxidag&o lipidica nos produtos (POYATO et al.,
2013; RAMANHO; JORGE, 2006). Entre os antioxidantes largamente utilizados na industria,
destacam-se o0 BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno), TBHQ (Terci-Butil-Hidroquinona) e
PG (propil galato). No geral, estes antioxidantes apresentam estrutura fendlica (Figura 3) que pode
atuar na doacdo de hidrogénio para as moléculas durante a propagagdo ou no inicio da oxidagao
lipidica, inativando os radicais livres (RAMALHO; JORGE, 2006; BREWER, 2011).

Entre estes antioxidantes, o TBHQ é considerado um dos mais efetivos em 6leos vegetais
insaturados, devido a sua alta estabilidade (O'BRIEN, 2009; DIAZ et al., 2004). No entanto, em
diferentes paises, como no Japao e paises Europeus, ja foi banido para a sua aplicacdo em produtos
alimenticios, pela possibilidade de efeitos toxicos (SHAHIDI, 2000), mesmo que algumas autoridades
alegam a baixa toxicidade ou nula (EFSA, 2004). No Brasil, o uso do TBHQ é permitido em
concentragcdes maximas de 200 mg. kg 1 (BRASIL, 2005).
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Figura 3. Estrutura dos antioxidantes sintéticos. Fonte: SHAHIDI, 2000

Atualmente os consumidores apresentam uma maior preocupacdo com a saude e tém-se
rejeitado a compra de produtos com a presenca de antioxidantes sintéticos, devido a associacdo dos
maleficios a saude (LI et al., 2014; SHAHIDI; ZHONG, 2010). Dessa forma, pesquisadores estao
buscando alternativas naturais para a atuagdo como antioxidantes em diferentes produtos,

prevenindo, principalmente, a oxidacdo de produtos (CHAN et al., 2012).

2.3.2. Antioxidantes naturais

A procura por alternativas viaveis na substituicdo de antioxidantes sintéticos pelos naturais
em produtos alimentares tem crescido muito ultimamente. S&o inUmeros 0s compostos presentes nos
alimentos naturais que sdo responséveis pela acdo antioxidante, dentre estes se destacam os
compostos fendlicos, &cido ascérbico, carotenoides, compostos organossulforados, entre outros (LI et
al. 2014).

Entre as estruturas associadas a atividade antioxidante dos vegetais estdo 0os compostos
fendlicos, encontrados naturalmente nos vegetais, 0s quais sdo responsaveis pelo mecanismo de
protecdo das plantas, contra agressdes de animais ou insetos (DOOLAEGE et al., 2011; RIBEIRO, et
al., 2016). Os compostos fendlicos sdo abundantes em matérias vegetais e podem ser classificados
em &cidos fendlicos (ferulico, p-cumarico, cafeico, galico), flavonoides (catequina, quercetina), entre
outros polifendis, conferindo atividade antioxidante. Essa atividade, em geral, é dada pela presenca
de hidroxilas e grupos funcionais nos anéis aromaticos (WALTER; MARCHESAN, 2011), os quais
podem atuar na reducdo das taxas de oxidacdo, absorvendo luz, quelando metais e sequestrando
radicais livres (BREWER, 2011).

O &cido ascorbico é outro composto produzido naturalmente em frutas e diversos vegetais.
Possui elevada atividade antioxidante, devido a presenca de hidroxilas, que atuam na doacdo de
hidrogénio, regeneragdo de compostos antioxidantes primarios, sao sequestradores de radicais livres
e podem quelar vérias formas de oxigénio. Além disso, atuam como sinergista com outros compostos,
como os tocoferéis (REISHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).
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O emprego de antioxidantes naturais tem sido estudado e com efeitos positivos,
principalmente, na reducdo da oxidacdo lipidica em emulsdes, como a aplicacdo de extratos de
plantas (DUH, 1999; TAGHVAEI et al., 2014; MALINOWSKA; GLISZCZYNSKA-SWIGLO;
SZYMUSIAK, 2014) e de ervas como o tomilho e alecrim (GALLEGO et al., 2013; CASEMIRO, 2016).
No entanto, para que seja possivel a comprovacdo da atividade antioxidante de fontes naturais, em
substituicdo aos sintéticos, sdo necessarias mais investigagcdes quanto a acao destes em sistemas
lipidicos, para que possam ser empregados em escala industrial.

Os antioxidantes utilizados em emulsdes podem variar em sua efetividade conforme a
composicdo de um sistema lipidico. Um dos fatores importantes é a polaridade dos compostos.
Pesquisadores avaliam que em emulsfes do tipo 6leo em agua, antioxidantes lipofilicos sdo mais
efetivos do que os hidrofilicos, pela interacdo na interface 6leo-agua. Essa é uma relacao definida
como “paradoxo polar”. Além disso, antioxidantes sollveis em agua podem ser considerados mais
eficazes em oOleos (FRANKEL, et al.,, 1994). Ainda ha muitas controvérsias em relagdo a este
paradoxo e segundo autores (SHAHIDI; ZHONG, 2011), a acdo de antioxidantes depende de muitos
fatores dentro de um sistema, ndo se limitando apenas a polaridade, e o paradoxo polar pode ser

aplicado em casos especificos, o que ainda deve ser amplamente estudado.

2.4. Acerola

A acerola (Malpighia emarginata DC) ou cereja das antilhas é um fruto muito conhecido e
consumido no Brasil. A origem relatada dessa fruta é da Antilhas ou indias Ocidentais (localizada na
América Central), sendo espalhada mais tarde para a América do Sul, regides que possuem clima e
solo adequado para a adaptagdo desta cultura (JOHNSON, 2003; MEZADRI et al.,, 2008;
MOHAMMED, 2011). Devido o crescente reconhecimento da fruta e sua importancia econdmica, o
Brasil além de ser considerado um grande produtor, também é reconhecido por ser o maior
exportador da fruta (ARAUJO; MINAMI, 1994; ROSSO et al., 2008), sendo a maior producéo a regio
Nordeste, seguida da regido Sudeste (PETINARI; TARSITANO, 2002). Os ultimos dados divulgados
pelo IBGE da producgédo da acerola (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), no censo de 2006
(IBGE, 2016), a producéo no Brasil foi cerca de 24 mil toneladas.

A fruta é estudada por apresentar em sua composi¢cdo elevados teores de compostos
bioativos, como o acido ascoérbico (USDA, 2015; TACO, 2011) com concentracdes de 1000 mg a
2500 mg por 100 g do fruto (VENDRAMINI; TRUGO, 2000; P10, 2003; HANAMURA; UCHIDA; AOKI,
2008). A concentracdo pode variar devido a alguns fatores como: estadio de maturacao, diferenca de
gendtipos e condig¢des climaticas do local de cultivo (VENDRAMINI; TRUGO, 2000). A composicao de
compostos bioativos na acerola também se destaca pela presenga carotenoides (PORCU,;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2006), compostos fendlicos, tais como os &acidos p-cumaérico, ferdlico,
clorogénico e cafeico (VENDRAMINI; TRUGO, 2004), além das antocianinas (VENDRAMINI;
TRUGO, 2000; HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; ROSSO; MERCADANTE, 2005), que
juntamente com os carotenoides sdo responsaveis pela coloracdo laranja a vermelha da acerola,

durante o amadurecimento (ROSSO, et al., 2008). Segundo autores, a concentracdo de compostos
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fenodlicos (LIMA et al., 2005) e de acido ascorbico (ASSIS; LIMA; OLIVEIRA, 2000; HANAMURA,;
UCHIDA; AOKI, 2008) esta relacionada ao seu processo de amadurecimento, sendo encontrados
valores superiores no estadio de maturacéo verde. A concentracao desses compostos confere a fruta
elevada atividade antioxidante (ASSIS; LIMA; OLIVEIRA, 2001; LIMA et al.,, 2006; RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997), muitas vezes relacionada a beneficios ao organismo, principalmente, a
reducdo da incidéncia de diversas doencas, como as cardiovasculares e canceres (GENKINGER et
al., 2004). Além disso, ha a presenca de proteinas, fibras, carboidratos e minerais (potassio,
magnésio, ferro, fosforo, entre outros) (USDA, 2015; TACO, 2011) em sua composic¢ao.

Durante o processamento da polpa de acerola, pode-se gerar quantidades significativas de
residuos, principalmente de sementes (CARVALHO et al., 2000). Recentemente, observa-se o
interesse da comunidade cientifica na exploracdo de técnicas e alternativas viaveis para o
reaproveitamento desses residuos. Dessa forma, trabalhos ja abordaram a determinacdo de
compostos nas sementes da acerola, como os acidos graxos, palmitico, oleico e principalmente, o
linoleico (EGYDIO; SANTOS, 2012), bem como a avaliacdo de atividade antioxidante, pela
qguantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides dos subprodutos da acerola (SILVA; DUARTE;
BARROZO, 2016), os quais apresentaram expressiva atividade, o que torna interessante uma maior
exploracdo destes compostos tanto da polpa quanto o da semente, visando a inser¢do como aditivos
alternativos para a industria alimenticia.

A Tabela a seguir (Tabela 1) apresenta uma pesquisa de referéncias com as respectivas
analises de compostos e atividade antioxidante por diferentes radicais realizadas com os frutos de
acerola nos estadios maduro e verde, tanto para frutos integrais, como polpa e residuos, em ordem
cronoldgica, a fim de resumir os principais compostos e determina¢des ja aplicadas para este fruto,
bem como as diferengas encontradas para diferentes regides.
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Referéncias Ano Compostos/ radicais Estadio/tipo Concentragédo* Origem
. , o o Madura 1285-1635 mg.100 g™ -
ITOO; AIBA; ISHIHATA 1990 Acido ascorbico Verde 1985 - 2880 mg.100 g'l Japéo
Acido ascorbico Madura 1074 mg. 100 g amostra™ "
VENDRAMINI; TRUGO 2000 . Marica/RJ
' Acido ascérbico Verde 2164 mg.100 g* !
. o Madura 1561-1797 mg.100 mL suco™
NOGUEIRA et al. 2002 Acido ascorbico/ Vitamina C g 1 Paudalho/ PE
Verde 2636-2732 mg.100 mL suco
Fenolicos Madura 1,01 -1,63 mg EC.g suco *
Fenolicos Verde 3,5-4,1 mg EC. g suco™
RIGHETTO 2003 - . . Botucatu/SP
Acido ascorbico Madura 0,66 -0,9 g. 100 g suco™
Acido ascorbico Verde 1,76- 1,90 g. 100g suco t
ROSSO; MERCADANTE 2005 Carotenoides totais Madura 370,9-1881,3 ug. 100g 1 Campinas/SP
DPPH 53,2-68 pmol TlEAC.g
amostra
56,5-67 umol TEAC.
KUSKOSKI et al. 2005 ABTS Madura anfostra»l g -
Fendlicos 580,1mg EAG.100 g™
Antocianinas totais 16 mg.100 g amostra™
N Madura 24mgECat.g*
Fendlicos 1
Verde 7 mg ECat. g ,
RIGHETTO; NETTO; CARRARO 2005 1 Japurd/ PR
o L Madura 17,54 9.100 g
Acido ascorbico 1
Verde 35,18 9.100 g
LIMA et al 2005 Fendlicos Madura 896-1888 mg ECt.100 g‘l Pernambuco/PE
' Fenolicos Verde 2002-4524 mg EC.100 g™ Pernambuco/PE
ROSSO et al. 2008 Antocianinas totais Madura 6,5-8,4mg.100 g* Campinas/SP
Fendlicos Madura 20 -80 mg ECat. kg™
Fendlicos Verde 40-100 mg ECat. kg™
HUNAMURA; UCHIDA; AOKI 2008 . . L . . Verde 25,5a 26 g. kg Recife/PE
Acido ascorbico/ Vitamina C
Madura 20- 23,59. kg
Antoncianinas Madura
DPPH 39,31- 85,11mmol. kg .,
MEZADRI et al. 2008 Madura Itajai/SC
ABTS 46,16 - 64,76 mmol. kg
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PRADO

OLIVEIRA et al.

MOURA

CANUTO et al.

RUFINO et al.

VIEIRA et al.

CAETANO et al.

SOUSA,; VIEIRA; LIMA

2009

2009

2010

2010

2010

2011

2011

2011

ORAC
Antocianinas totais

Fenolicos
ABTS
Fenolicos
Fenolicos

Fenolicos

ABTS

Antocianinas totais
Acido ascorbico
Acido ascorbico

Fendlicos
ABTS

Fenolicos

Acido ascorbico
ABTS
FRAP
Antocianinas totais
flavonoides
carotenoides
clorofila

ABTS

Fendlicos

Fenolicos

ABTS

Fendlicos

Madura

Madura

Residuo
madura

Verde

Verde

Verde
Verde

Madura

Madura

Madura

Residuo
madura

Residuo
madura

Residuo

3458 - 5057 pmol. 100 g
3,79-59,74 mg.100 g™
156 mg EAG. g base seca™

788 pmol.g'l Campinas/SP
94,6 mg EAG. g*
681 mg EAG.100 g™
60,04 -52,65 mg EAG.g™
984,27- 1209,76 umol

Pindorama/AL

Tro|0x_g'1 Cearé/CE
2,7-1,6 mg.100 g*
22,71-19,1mg. g*
387 mg.100 g de polpa™
Roraima/RR

3,5 mmol EAG.L *
12,1 ymol TEAC. L™

1063mgEAG. 100 g™

1357mg. 100 g™
96,6 pmoITEAC.g™
148 pmol Feso4.g™
18,9 mg .100 g*
9,6mg.100 g™
1,4 mg.100 g™

Limoeiro do norte /CE

835,25 mg EAG. 100 g™

Teresina/PI
1605 mmol Trolox. g polpa ™
6140 pymol EC.L™
Recife/PE
1445 umol TEAC.g™
247,62 mg EAG.100 g'l Teresina/PlI

CEAGESP/SP E CEASA

Limoeiro do norte /CE
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ABTS madura 0,518mM. g residuo *
ABTS 105-130mM TEAC
LE; LE 2012 ~ DPPH Madura 95 - 125 mM TEAC Vietna
Acido ascérbico 19-25 g.L Suco™
Fendlicos 17-19,7 g EAG. L™
Fendlicos Madura 1194,2 mg EAG.100 g'l
DPPH Madura 74 — 101 mmol TEAC.kg t
Acido ascorbico Madura 405 mg .100 g':L
-1
DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER 2013 ORAC Madura 40pmol TEAC.g Florida
Fendlicos Verde 1628,5 mg EAG. 100 g™
ORAC Verde 48 umol TEAC. g™
DPPH Verde 136 -251 mmol TEAC. kg™
Acido ascérbico Verde 1161 -1238 mg.100 g™
Fendlicos 14,89 mg EAT.g ™
FREIRE et al. 2013 Acido ascérbico Madura 1457,69mg.100 g»l Lavras-MG
ABTS 1823,52 pmol.g amostra™
- Residuo 1 .
PEREIRA et al. 2013 Fenolicos madura 61,57 mg. 100 g Teresina/PlI
Fendli 17 EAG.g™
CRUZ 2014 enolicos Madura 5.86 mg EAG.g Piracicaba/SP
DPPH 650 pmol TEAC.g™
ABTS 114 mg TEAC.g *
Acido Ascérbico 8,8mg.g"
-1
ECAetal. 2015 DPPH Madura 92,4 mg TEAC. g_l Campinas/SP
FRAP 969 mg TEAC. g
Antocianinas 3,09mg.g ™"
Carotenoides 332 ug. g™
. 9,14 -24.28 mg EAG. g *
Fendlicos . .
MARIANO-NASSER et al. 2017 Madura polpa Diamantina/SP
Flavonoides 3,56 — 12,34mg EQ. 100 g™

*Legendas= EC: equivalente a catequina; TEAC: atividade antioxidante equivalente a trolox; EAG: equivalente ao acido galico; EAT: equivalente ao acido
tanico; EQ: equivalente a quercetina



24

2.5. Microencapsulacao

O processo de microencapsulacdo é muito utilizado com a finalidade de proteger materiais
bioativos ou funcionais, 0os quais sdo envoltos por outro material para a formacdo de uma
microparticula. Os compostos fendlicos e o acido ascorbico sdo compostos considerados muito
instaveis quando estdo em solucfes e 0 seu uso em alimentos pode ser restrito devido a necessidade
da remocé&o desses solventes, para facilitar a aplicacdo e favorecer um armazenamento prolongado
dos compostos de interesses (CAM; ICYER; ERDOGAN, 2014). Para isso, técnicas de
microencapsulacdo tém sido aplicadas para aumentar a estabilidade desses compostos, as quais
podem ser classificadas em processos mecanicos ou quimicos.

Os processos mecéanicos envolvem aplicagdo de emulsificagéo, liofilizagdo, spray drying,
leito fluidizado, spray chilling; entre outros. J& os processos quimicos envolvem a coacervagao
simples e complexa, evaporacdo de solventes, uso de lipossomas, entre outras (SANGUANSRI;
AUGUSTIN, 2010). Essas técnicas s@o opc¢des que influenciam a estabilidade dos componentes,
minimizando perdas de compostos e permitindo que estes possam ser utilizados como aditivos nas
indastrias de alimentos, quimica e farmacéutica, pela facilidade em aplicagdo (SAIKIA; MAHNOT;
MAHANTA, 2015).

A técnica de secagem por spray drying € muito utilizada na inddstria de alimentos, sendo
considerado um processo continuo e de baixo custo, o qual permite a producdo de pequenas
particulas com propriedades tecnoldgicas interessantes (FANG; BHANDARI, 2011). No processo da
secagem, um liquido se transforma em um produto seco em tempo muito curto, sendo a atomizagéo
ocorrida por um bico aspersor. Ao aspergir o liquido, este recebe um ar quente para que possa
ocorrer uma evaporacédo rapida (GAVA,; SILVA; FRIAS, 2008), permitindo a prote¢cdo dos compostos
de interesses (BORGOGNA et al., 2010).

A técnica de microencapsulacdo tem trazido inUmeras vantagens quanto a aplicagdo, como
a minimizagéo ou inibicdo de sabores adstringentes, o que facilita a aplicacdo em diferentes produtos
(PASRIJA, et al.,2015; CAM; ICYER; ERDORGAN, 2014; MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011), a
obtencdo de um material que libere de forma controlada os compostos de interesse no produto final,
a reducdo de reatividade e aumento da estabilidade dos compostos de interesse em diferentes
condi¢des (SHAHIDI; HAN, 1993; HUANG; YU; RU, 2010).

Para que ocorra a microencapsulacdo que permita maior protecdo aos compostos de
interesse sdo empregados materiais encapsulantes ou materiais de parede, tais como, proteinas,
maltodextrinas, pectinas e gomas. Estes materiais contribuem para a reducdo da umidade, protecao
dos compostos do oxigénio, luz e contra alteragbes quimicas e enzimaticas (WANG et al., 2009).
Entre os materiais mais utilizados pela indUstria no processo de microencapsulagdo sdo a goma
arabica e a maltodextrina. A selecdo adequada de materiais € importante para a obtengdo de
microparticulas com funcdes validas para a aplicagdo, como a forma de liberagdo dos compostos no
meio aplicado (processos mecanicos, quimicos, térmicos e/ou por dissolu¢éo), tamanho adequado de
particulas, solubilidade, compatibilidade, entre outros fatores (BRAZEL, 1999; FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008)
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A goma arabica € um polissacarideo complexo que apresenta elevada protegcdo contra
oxidacdo, alta solubilidade, baixa viscosidade e propriedades interessantes na estabilidade de
emulsdes. Além disso, apresenta boa retencdo de compostos volateis. Entre as limitacfes, esta o
elevado custo, o que pode ser resolvido com a substituicdo parcial por outro material
(MONTENEGRO et al., 2012 CARNEIRO et al., 2013). A liberacéo controlada conferida pela adicao
de goma arébica se da pela a¢éo do calor e em processos mecanicos (FAVARO-TRINDADE; PINHO;
ROCHA, 2008).

A maltodextrina ¢ um amido hidrolisado de baixo custo que também apresenta
caracteristicas desejaveis para encapsulagdo, como alta solubilidade em agua, proporciona elevada
estabilidade de compostos contra oxidacdo e apresenta baixa viscosidade (KENYON, 1995). Além
disso, proporciona facilidade na secagem o que contribui na obtencdo de microparticulas com baixa
higroscopicidade (MOREIRA et al.,, 2009). Sua a¢édo na liberacdo controlada de compostos de
interesse ocorre principalmente por processos mecanicos e por dissolugdo (FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008). No entanto, entre as desvantagens esta principalmente na baixa capacidade
emulsificante, o que pode ser controlada pelo uso de outros materiais (CARNEIRO et al., 2013).
Dessa forma, para cada aplicacdo deve ser avaliado o tipo de material encapsulante a ser utilizado e
o efeito intencional requerido no produto final.

Diversos trabalhos com microencapsulacdo de extratos de frutas ja foram publicados e
mostraram o processo como um fator importante na protecdo de compostos. Trabalhos com extratos
de acerola madura e imatura (verde) ja foram avaliados quanto a estabilidade durante o
armazenamento (FIGUEIREDO; GRANDIM; MARTUCCI, 2001), as diferencas de materiais
encapsulantes (RIGHETTO; NETTO, 2005), condicbes de processamento e das propriedades
tecnoldgicas das microparticulas (MOREIRA et al., 2009). Outros estudos com diferentes frutos, como
de camu-camu (SILVA et al.,, 2013), acai (TONON; BRABET; HUBINGER, 2010), roma (CAM,;
ICYER; ERDOGAN, 2014) e folhas de oliva (TAGHVAEI et al., 2014) também ja foram publicados,
mostrando resultados importantes com o uso da microencapsulagéo e a possibilidade de inser¢cdo em
produtos alimenticios. No entanto, o que dificulta a comparagéo € a particularidade de cada trabalho,

devido as condi¢des operacionais e a falta de resultados em relacéo a aplicagdo de microparticulas.
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3. ESTUDO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DOS FRUTOS DA ACEROLA MADURA E VERDE COM A APLICAGAO DA METODOLOGIA
DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

RESUMO

A acerola possui composi¢ao nutricional de grande interesse para aplicacdo em alimentos
pela presenga de compostos bioativos, que conferem uma elevada atividade antioxidante. A atividade
de extratos pode ser influenciada por diferentes fatores como o estadio de maturacéo, ambiente e
principalmente pelo processo de extracdo. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a
otimizacdo da extracdo de compostos de elevada atividade antioxidante nos frutos de acerolas
maduras e verdes por meio da metodologia de Superficie de Resposta. Para isso, foram avaliados os
efeitos da propor¢cdo amostra:solvente (1:30 — 1:100) e tempo de extracdo (10 — 60 minutos) frente
as respostas de teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e
ABTS. Apos a identificacdo das condigBes 6timas para extracdo foi avaliada a atividade antioxidante
por diferentes métodos (DPPH, ABTS, ORAC-H e FRAP) e a quantificacdo de acido ascorbico e
compostos fendlicos (clorogénico, ferdlico e p-cumarico). Os extratos obtidos sob condi¢des
otimizadas (1:30 para os frutos maduros e 1:40 para os verdes; 10 minutos de extracdo)
apresentaram elevada concentracdo de compostos fendlicos e alta atividade antioxidante, mostrando
resultados promissores para futuras aplicagcées.

Palavras-chave: DPPH; ABTS; Otimizag&o; Acido ascérbico

ABSTRACT

Acerola fruits present nutritional composition of great interest for food application due the
presence of bioactive compounds, which confer a high antioxidant activity. The activity of extracts may
be influenced by different factors such as the stage of maturation, environment and mainly by the
extraction process. Thus, the present study aimed to optimize the extraction of compounds with high
antioxidant activity from ripe and green acerola fruits by response surface methodology. For this
reason, were evaluated the effects of proportion sample:solvent (1:30 - 1:100) and extraction time (10
- 60 minutes) in relation to the responses of total phenolic content and antioxidant activity by the
DPPH and ABTS methods. After the identification of optimal conditions for extraction the antioxidant
activity was evaluated by different methods (DPPH, ABTS, ORAC-H and FRAP) and the quantification
of ascorbic acid and phenolic compounds (chlorogenic, ferulic and p-coumaric) was performed. The
extracts obtained under optimized conditions (1:30 for the ripe fruits and 1:40 for the green; 10
minutes of extraction) showed high concentrations of phenolic compounds and high antioxidant
activity, showing promising results for future applications.

Keywords: DPPH; ABTS; Optimization; Ascorbic acid

3.1. Introducéo

A acerola (Malpighia emarginata) € um fruto tropical originario das Antilhas que além de
apresentar grande importancia econémica para o Brasil (ARAUJO; MINAMI, 1994) é considerada uma
fruta de composicdo nutricional de grande interesse e referéncia entre as frutas tropicais, por
apresentar em sua composicao quantidades muito elevadas de compostos bioativos, que conferem a
fruta elevada atividade antioxidante. Por esses motivos, o uso comercial da acerola tem sido aplicado
em diferentes finalidades, desde sucos de frutas até a aplicacdo na indlstria farmacéutica como
suplementos, como forma de prevencao de doencas (DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013).
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Os principais compostos bioativos presentes na acerola, os quais apresentam atividade
antioxidante, séo os compostos fendlicos, acido ascorbico, antocianinas e carotenoides. No entanto, a
concentracao destes compostos pode estar relacionada ao seu processo de amadurecimento. Em
frutos imaturos (verdes), os teores de acido ascdrbico e de compostos fendlicos totais sdo superiores
ao estadio maduro (DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013; LIMA et al.,, 2005; ASSIS; LIMA;
OLIVEIRA, 2001), mas para o estadio maduro (vermelho), os valores superiores sdo dados para as
concentracdes de antocianinas e carotenoides (HANAMURA; UCHIDA; AOKI, 2008; LIMA et al.,
2005). Embora haja o fator de maturagédo dos frutos, diversos outros fatores contribuem com as
diferengas de composi¢des, até mesmo entre um mesmo estadio de maturagdo, como é o caso das
diferencas entre genétipos, regides de cultivo, climas, solos e as técnicas de manejos (THOMAS-
BARBERAN; ESPIN, 2001).

Outro fator importante avaliado entre os estudos realizados com acerola € a diferenga entre
metodologias de extracédo, que séo realizadas com uso de diferentes solventes, propor¢cdes e tempo,
sendo em muitos estudos sequer sdo determinados, o que dificulta comparacdo entre os estudos,
bem como futuras aplicagBes. Algumas técnicas podem ser aplicadas na otimiza¢do de um processo,
definindo os fatores que contribuirdo para a obtencdo de dados promissores, podendo reduzir tempo
e até mesmo custos de producdo. A Metodologia de Superficie de Resposta é um conjunto de
técnicas estatisticas e matematicas, que pode ser aplicado para essa finalidade. Através da
otimizacdo do processo de extracdo de um fruto, € possivel avaliar a influéncia e os efeitos das
variaveis independentes dentro de um processo que pode contribuir com o melhoramento e
otimizacdo de um processo. E a partir das respostas que é gerado um modelo matematico para ser
aplicado na descricao do processo (MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2009).

A partir desse contexto, o presente estudo teve como objetivo otimizar o processo de
extracdo de compostos antioxidantes de frutos de acerola por meio da Metodologia de Superficie de
Resposta, com a variacdo de tempo de extracdo e propor¢cdo de amostra em sistema aquoso,
visando obter extratos com potencial antioxidante para futuras aplicacdes, além de quantificar os
compostos de interesses presentes na acerola.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Processamento das matérias-primas e obtencéo do extrato

Frutos de acerola verdes e maduras (em média 3 kg para cada) foram cedidas pela
Associagao Agricola de Junqueirépolis, localizada no municipio de Junqueirépolis, (21° 30’ 52" S, 51°
26’ 01” O), Sao Paulo, Brasil, na safra de setembro de 2016. Os frutos foram separados,
selecionados e higienizados com hipoclorito de sodio (Hidrosteril®), conforme instrugfes da
embalagem, e em seguida enxaguados e colocados em uma superficie plana previamente
higienizada com etanol 70% para a secagem natural a temperatura ambiente. Apos isso, foram

congelados em ultra freezer a uma temperatura de -80°C e posteriormente liofilizados (Liobras, Liotop
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L-101, Brasil) a -51°C + 2°C em 150 yHg. As acerolas liofilizadas foram trituradas e armazenadas em
sacos plasticos, cobertos por sacos metalizados, a -28 °C + 1 até a realiza¢cdo das analises.

Os extratos antioxidantes foram produzidos em condi¢8es otimizadas, identificadas por meio
da aplicacdo da Metodologia de Superficie de Resposta, em que foram estudados os efeitos do
tempo e proporcéo de amostra:solvente (m:V) durante a extragcdo. As variaveis respostas observadas
foram a atividade antioxidante in vitro e compostos fendlicos totais. A Tabela 2 apresenta as faixas de
estudo das variaveis explanatdrias e a Tabela 3, o delineamento experimental. O processo de
extracdo foi realizado por meio da dispersdo da amostra liofilizada em agua, com temperatura
ajustada para 35°C e agitacdo a 200 rpm utilizando um banho-maria (Nova Instruments, Dubnoff,
Brasil) com incidéncia de luz reduzida, de acordo com Cruz (2014). Apés o periodo de extracé@o, os
extratos foram centrifugados a 5000 g em centrifuga refrigerada a 4°C (Hettich, 320/320R, Alemanha)
por 20 minutos e filtrados com papel filtro qualitativo (Qualy) em frascos ambar para o
armazenamento a -28°C + 1. Nos calculos realizados foram consideradas as concentra¢des de cada

ensaio.

Figura 4. Frutos verdes e maduros da acerola. Fonte: arquivo pessoal

Tabela 2. Faixas de estudo das variaveis explanatérias em analise no processo de extracdo dos frutos de
acerola maduros e verdes.

Nivel de variacéo

Variavel explanatéria -1,41 -1 0 +1 +1,41
Tempo (minutos) 10 17 35 53 60

Proporgéo de amostra: solvente (m:V) 1:30 1:40 1:65 1:90 1:100
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Tabela 3. Delineamento experimental para a otimizacdo da obtencéo de extratos antioxidantes de frutos de
acerola madura e verde.

Variaveis Explanatorias

Ensai Tempo (minutos) Propor¢ao de amostra:solvente (m:V)
Valor codificado Valor Real Valor codificado Valor Real
1 -1 17 -1 1:40
2 +1 53 -1 1:40
3 -1 17 +1 1:90
4 +1 53 +1 1:90
5 -1,41 10 0 1:65
6 +1,41 60 0 1:65
7 0 35 -1,41 1:30
8 0 35 +1,41 1:100
9 0 35 0 1:65
10 0 35 0 1:65
11 0 35 0 1:65
12 0 35 0 1:65

3.2.2. Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos de

acerola madura e verde

O teor de compostos fendlicos totais foi quantificado conforme metodologia descrita por
Singleton e Rossi (1965) e Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) pela metodologia de Folin-
Ciocalteau. A concentracdo da solucdo de carbonato de sédio e de Folin-Ciocalteau foi de 7,5% e
10%, respectivamente. Em tubos de ensaio foram adicionados 500 yL de amostra, 2,5 mL de
reagente de Folin- Ciocalteau e 2,0 mL de Carbonato de Sodio. Os tubos foram agitados em vortex
(Labdancer, IKA, Alemanha) acondicionados em local com incidéncia de luz reduzida a temperatura
ambiente por 2 horas. Em seguida, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Shimadzu UV Mini
1240, Japédo) ao comprimento de 760 nm. A curva padrdo foi determinada em acido gdlico (5 a 100

ug.mL™) e os resultados foram expressos em mg de acido galico por g de amostra.

3.2.3 Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

A atividade antioxidante avaliada pelo método do sequestro do radical DPPH (1,1-diphenyl-
2—picryl-hydrazy) foi realizada de acordo com a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995). Foi adicionado em tubos de ensaio 500 pL de amostra, 3 mL de etanol e 300 pL da solugéo
de DPPH. Foram agitados em vortex (Labdancer, IKA, Alemanha) ao abrigo da luz a temperatura
ambiente por 45 minutos. Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu UV
Mini 1240, Japdo) a 515 nm. Foi realizada uma curva em Trolox (20 a 200 uyM) e os resultados foram

expressos em umol de equivalente ao Trolox por grama de amostra.
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3.2.3. Atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS

A atividade antioxidante determinada pela captura do radical 2,2-azino-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic (ABTS), foi determinada pela metodologia descrita por Re et al. (1999)
cujo radical ABTS é formado com a reacdo de ABTS 7mM com persulfato de potassio 140 mM. Foi
adicionado em tubos de ensaio 20 pyL de amostra, 2 mL da solugdo de ABTS e cronometrado 6
minutos para a rea¢do. Em seguida foi realizada a leitura a 734 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu
UV Mini 1240, Jap&o). A curva padréo foi realizada em Trolox (500 a 2000 pM) e os resultados foram

expressos em pmol de Trolox por grama da amostra.

3.2.4. Atividade antioxidante in vitro pelo método de ORAC

Para a determinagdo a capacidade de absorcdo do radical oxigénio, foi utilizada a
metodologia descrita por Prior et al., (2003), modificado por Davalos; Gomez-Cordovés; Bartolomé,
(2004). Para isto, foi utilizado o extrato aquoso de ambas as amostras dos ensaios otimizados. Foram
adicionadas na microplaca, 20 pL da amostra diluida e 120 pL de fluoresceina diluida em tampéao
fosfato (pH 7,4). A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos e posterior adicionados 60 pL de
solugdo de AAPH (2,2'-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride) e imediatamente lidos em leitor de
microplaca (Biotek, Synergy HTX, EUA) a cada 1 minuto por 80 minutos a 37°C para avaliar o
decréscimo da absorbancia. A curva padrao foi realizada com Trolox (3 a 40 uM ). As analises foram

realizadas em duplicatas e expressas em pmol Trolox L™ de extrato.

3.2.5. Atividade antioxidante in vitro pelo método FRAP

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi conduzida conforme a metodologia de
Rufino et al. (2006). O reagente FRAP ¢é obtido a partir da mistura de tampéo acetato (0,3 M, pH 3,6),
solugéo de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) a 10 mM e solucéo de cloreto férrico (20mM). Para
a analise é adicionado 20 pl do extrato aquoso otimizado, 30 ul de agua destilada e 200 pl de
reagente FRAP em microplacas e incubados por 30 minutos. Amostras sdo lidas a um comprimento
de 595 nm em leitor de microplaca (Biotek, Synergy HTX, EUA). Para a determinacdo da
concentracdo, foram realizadas solugdes com concentragdes conhecidas de Trolox (10-800 uM) e os

resultados foram expressos em umol Trolox. L™ de extrato.

3.2.6. Quantificacdo de acido ascorbico e compostos fendélicos por CLAE

Os extratos obtidos nas condicfes otimizadas foram analisados quanto ao teor compostos
fendlicos (acido clorogénico, p-cumario e ferulico) e de &cido ascorbico por CLAE — Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arrajo de diodo (UV/VIS) (Agilent HP, serie 1100, Estados
Unidos) e coluna C;3 Phenomenex® (dimensdes 4,6 x 250mm- 5um) conforme metodologia descrita

por Vendramini e Trugo (2004), com modificacdes. Na fase movel foi empregada um gradiente de
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citrato trissédico (0,01M) (solvente A) e metanol, como solvente B, sendo a eluicdo da seguinte
ordem: 100% do solvente A; seguido de 30% solvente A e 70% solvente B; e por ultimo 10% de
solvente A e 90% do solvente B. Os extratos aquosos foram filtrados em membranas de 0,45 um,
congelados e liofilizados. Os extratos liofilizados obtiveram cerca de 22,5 mg. mL™" de sélidos totais
para os frutos maduros e 12,37 mg. mL™ de sélidos para os frutos verdes. Em seguida foram
ressolubilizados para injegdo da amostra, na quantificacdo de acido ascorbico e compostos fendlicos.
A quantificacdo foi realizada por curva de padronizagdo para cada padrdo analitico e a corrida foi
realizada nos comprimentos de 275 nm para o acido ascérbico e 325 nm para os compostos

fendlicos.

3.3. Delineamento e analise estatistica dos dados

Para o estudo da extracdo foi aplicado um planejamento experimental fatorial completo
(Tabela 3), tipo composto rotacional central, com 2 varidveis explanatorias (tempo e relagdo
amostra:solvente) e as 3 variaveis dependentes (compostos fendlicos, atividade antioxidante por
DPPH e ABTS). Foram avaliados os efeitos pela Metodologia de Superficie de Resposta e
submetidos a analise de regressédo multipla, analise de variancia e teste F (p<0,05) pelo programa
Statistica 13 (Statsoft, Inc. 2015).

3.4. Resultados e Discusséo
3.4.1. Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos

Para avaliar as respostas de todo um processo, bem como os efeitos das variaveis
independentes, pode ser aplicada a metodologia de Superficie de Resposta. Essa metodologia pode
determinar as influéncias das varidveis, gerando um modelo matemético que pode ser aplicado no
processo tanto para o melhoramento como na otimizagdo (MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-
COOK, 2009). A partir de trabalhos anteriores (CRUZ, 2014 e dados ndo publicados) em que a
otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos com a extragdo em agua a 35°C mostrou-se eficaz
em relacéo ao uso de solvente e diferentes temperaturas, fez-se necessério estudar a proporcéo de
amostra e agua, bem como o tempo da extragdo destes compostos para a obtengdo de uma condigédo
otimizada desse processo, visando o0 emprego em grande escala.

A partir do delineamento experimental e a anélise de superficie de respostas foi possivel
avaliar as respostas da influéncia das variaveis tempo e proporcdo de acerola para a obtencdo de
extratos otimizados. No quadro a seguir (Quadro 1) estdo expostos o0s resultados para cada ensaio

tanto para os frutos maduros como para os verdes.
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Variaveis Explanatérias Variaveis Dependentes
. Proporgéo de amostra:
Ensaio Tempo (minutos) psol(\;/ente (m:V) Maduros . Verdes .
(mg EAG.g (mg EAG.g
Valor 1\ alor Real | Valor codificado | V210" amostra) amostr a*)
codificado Real
1 -1 17 -1 1:40 63,06 107,46
2 1 53 -1 1:40 69,16 92,95
3 -1 17 1 1:90 24,76 61,83
4 1 53 1 1:90 26,94 64,14
5 -1,41 10 0 1:65 62,86 105,50
6 1,41 60 0 1:65 83,14 92,79
7 0 35 -1,41 1:30 75,31 102,96
8 0 35 1,41 1:100 25,76 69,68
9 0 35 0 1:65 68,98 95,17
10 0 35 0 1:65 69,41 97,82
11 0 35 0 1:65 65,33 98,35
12 0 35 0 1.65 70,17 95,44

Quadro 1. Delineamento experimental para a otimizagdo com as respostas para a extracdo de compostos
fendlicos dos frutos maduros e verdes.
*Base seca

A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4 e 5) mostrou que a regressdo para a extragdo de
compostos fendlicos de ambos os frutos (maduros e verdes) foi significativa (F calculado> F
tabelado), sendo que cerca de 87% das causas de variagdo, para ambas amostras, puderam ser
descritas pelos modelos matematicos.

Os resultados da analise de efeitos apresentada no gréafico de Pareto (Figura 4) e da analise
de variancia (ANOVA) (Tabela 4) mostraram que para a otimizacdo da extracdo de compostos
fendlicos dos frutos maduros, somente a propor¢do amostra:solvente foi significativa para o modelo
linear e quadrético. Foi observado que o efeito foi negativo para essa mesma variavel, o que significa
que os menores volumes de agua adicionada na amostra resultaram maiores teores de compostos
fendlicos. O mesmo ocorreu para os frutos verdes (Tabela 5), sendo que a variavel com efeito
significativo também foi a proporgéo, o que pode ser observado no grafico de Pareto (Figura 5), com
o efeito negativo. Dessa mesma forma, ocorre uma tendéncia na adicdo de menores concentracdes

de &gua para a obtencéo de elevados teores de compostos fendlicos.

Tabela 4. Andlise de Variancia (ANOVA) dos resultados para a extracdo de compostos fendlicos dos frutos

maduros.
Fonte de Variaco Soma dos Quadrados G.L Quadrado Médio Fcalc.
Regressédo 4081,7 5 816,3 8,5
Residuos 578,1 6 96,3
Total 4659,8 11

R*= 0,875 Fo5:5.6=4,39
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Tabela 5. Andlise de Variancia (ANOVA) dos resultados para a extragdo de compostos fendlicos dos frutos

verdes.
Fonte de Variacao Soma dos Quadrados G.L Quadrado Médio Fcalc.
Regresséo 2436,2 5 487,2 8,3
Residuos 353,8 6 59,0
Total 2790,0 11

Rd: 0,873 F0,95;5;6:4,39

Tabela 6. Modelos mateméaticos para o teor de compostos fendlicos (TCF) totais para acerola madura e verde

Amostra Equacéo polinomial de segunda ordem
Acerola TCF =68,47 + 4,62 tempo - 1,68 tempo? - 18,82 proporgéo - 12,91 proporgao? -
Madura 0,98 tempo.proporgéo
Acerola TCF =96,70 - 3,77 tempo - 1,56 tempo? - 15,19 proporc¢éo - 7,97 proporgcao? +
Verde 4,20 tempo.propor¢éo
A B

(2)Proporgo(L) ‘ } 5,525 (2)Proporgao(L) 1-5,71003

IS

Proporgao(Q) ‘ -3,42569 Proporgao(Q) -2,70926
(1)Tempo(L) 1,348778 (1)Tempol(L) -1,41384
Tempo(Q) - 475782 1Lby2L 1.116281

1lby2L -.202465 Tempo(Q) -556923

L= Linear; Q= quadratico

Figura 5. Diagrama de Pareto para a extragdo de compostos fendlicos de acerolas maduras (A) e verdes (B)

Conforme a Superficie de Respostas da extracdo de compostos fendlicos dos frutos
maduros (Figura 6), a regido 6tima ficou entre a proporcdo de 1:30 e 1:65 (m:V), as quais
apresentaram teores de compostos fendlicos entre 75,31 e 83,14 mg EAG .g™", respectivamente. No
entanto, para a extracdo com os frutos verdes (Figura 7), a regido de maior extracdo dos compostos
fendlicos foi para a menor proporcao, entre 1:40 e 1:65, em que se verificaram teores de 107,46 e

105,5 mg EAG .g"l, respectivamente. Para ambos, os efeitos do tempo néo foi significativo.
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Fendlicos mg EAG g™

100

Proporcao (m:V)

. > 50
<50
.60 <40
- <30

0 < 32 10 17 35 53 60 g <20

Proporgao (m:V) Tempo (minutos) [ < 12 Tempo (minutos) . <10

Figura 6. Superficie de Resposta da otimizacdo dos extratos da extragdo de compostos fendlicos dos frutos
maduros de acerola

Conforme a otimizacao realizada por Cruz (2014), foi avaliado que a extracdo com agua
mostrou ser eficaz, apresentando 175 mg EAG g para a extracdo de compostos fendlicos de frutos
maduros inteiros, valores superiores ao presente estudo. Prado (2009) também encontrou valores
elevados em polpa de acerola (156 mg EAG g'l) obtida na extragdo com o solvente etanol. Valores
inferiores foram encontrados em trabalhos realizados com a extragdo da polpa do fruto acerola
madura, teores entre 2,47 a 8,35 mg EAG g'l (VIEIRA et al., 2010; DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER, 2013; SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011), com a aplicacdo de diferentes solventes para a

extracao.

Fendlicos mg EAG g™

Proporcao (m:V)

17
3010
Proporciio Tempo

<54 10 17 35 53 60 <64
Tempo (minutos) . <54

Figura 7. Superficie de Resposta da otimizacdo dos extratos da extracdo de compostos fendlicos dos frutos
verdes de acerola

Na extracdo dos frutos verdes, identificou-se que a proporc¢éo ideal para a extracéo foi entre
1:40 e 1:65 com cerca de 107,46 e 105,5 mg g"l, respectivamente, sendo que o tempo néo foi
significativo para a extracdo dos compostos. Entre os estudos encontrados para a polpa de frutos
imaturos (verdes) valores entre 16,28 a 60 mg EAG.g" foram reportados (DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER, 2013; MOURA, 2010), inferiores aos encontrados no presente trabalho. No entanto,
vale destacar que os resultados encontrados na literatura estdo determinados em polpas e ndo em

frutos liofilizados, como o realizado neste trabalho.
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Os frutos verdes se destacam tanto em concentragdes elevadas de compostos fendlicos,
como também de acido ascérbico, em relacdo aos frutos maduros, o que é diretamente relacionado
ao processo de amadurecimento dos frutos. Além disso, cada estadio de maturacdo apresenta perfis
diferentes de compostos fendlicos (RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005). Diversos trabalhos
avaliaram os teores de compostos fendélicos e ambos os resultados mostram significativa diferenca
entre os frutos, sendo os frutos imaturos com elevadas concentracdes (LIMA et al., 2005; RIGHETTO;
NETTO; CARRARO, 2005; HUNAMURA; UCHIDA; AOKI, 2008).

3.4.2. Estudo da atividade antioxidante in vitro por DPPH e ABTS

Os resultados do delineamento experimental para avaliar a atividade antioxidante na
extracdo dos frutos, maduros e verdes, foram obtidos através da metodologia de Superficie de
Respostas pelo método do radical DPPH para cada ensaio. Os resultados estdo expostos no quadro
2.

Variaveis Explanatérias Variaveis Dependentes
Tempo (minutos) Propsgﬁz?qie(%mv(;stra:
Ensaio | (umolrolox | wolox ‘g
co?j/izlc?ar do Valor Real CO(\j/i?ilcoar do \F/glglr .g"* amostra*) amostra*)

1 -1 17 -1 1:40 396,30 612,27
2 1 53 -1 1:40 377,47 513,9
3 -1 17 1 1:90 163,62 534,52
4 1 53 1 1:90 92,51 570,82
5 -1,41 10 0 1:65 291,13 593,52
6 1,41 60 0 1:65 291,07 589,97
7 0 35 -1,41 1:30 450,01 580,52
8 0 35 1,41 1:100 106,41 445,85
9 0 35 0 1:65 266,74 595,30
10 0 35 0 1:65 263,96 582,87
11 0 35 0 1:65 247,29 597,08
12 0 35 0 1:65 267,75 588,20

Quadro 2. Delineamento experimental para a otimizacdo com as respostas para a atividade antioxidante por
DPPH dos frutos maduros e verdes.
*Base seca

A regressdo determinada para a avaliar a atividade antioxidante dos frutos pelo método do
DPPH foi significativa para ambos os estadios de maturagcdo (F calculado> F tabelado), conforme
observados pela da analise de varidncia (ANOVA) (Tabelas 7 e 8) (p<0,05). A atividade antioxidante
de extratos de frutos maduros pode ser descrita através do modelo matematico de segunda ordem
com cerca de 97%, o que pode ser utilizado para fins preditivos. No entanto, para os frutos verdes, o

coeficiente de determinacéo foi de 83%.
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Tabela 7. Andlise de Variancia (ANOVA) dos resultados da otimizacédo para a atividade antioxidante dos frutos
maduros (DPPH).

Fonte de variagdo Soma dos quadrados G.L Quadrado Médio Fcalc
Regresséo 127997,1 5 25599,4 53,2
Residuos 28886,3 6 481,1

Total 130883,4 11

RZ: 0,97 Fo,95;5;6:4,39

Tabela 8. Andlise de Variancia (ANOVA) dos resultados da otimizacédo para a atividade antioxidante dos frutos
verdes (DPPH).

Fonte de variacao Soma dos quadrados G.L Quadrado Médio Fcalc
Regressédo 20244,8 5 4049,0 5,8
Residuos 4191,7 6 698,6
Total 24436,4 11

RZ: 0,83 Fo,95;5;6:4,39

Tabela 9. Modelos mateméticos para a atividade antioxidante por DPPH para acerola madura e verde

Amostra Equacéo polinomial de segunda ordem (valores codificados)
Acerola DPPH = 261,44 - 11,25 tempo + 8,04 tempo? - 125,44 proporcédo + 1,59
Madura propor¢ao 2 - 13,07 tempo.proporcao

Acerola DPPH =590,87 - 8,39 tempo + 1,80 tempo? - 26,41 propor¢éo - 37,48
Verde proporcao? + 33,67 tempo.propor¢cado

Os resultados para a andlise de efeitos no diagrama de Pareto para os frutos maduros
(Figura 8) apresentaram significAncia somente para a propor¢éo linear (p<0,05), negativo. Com esses
resultados, pode depreender que o aumento na propor¢cdo de solvente na amostra apresenta uma
tendéncia da reducéo da atividade antioxidante, esta observacao pode estar relacionada a extragao
de maior diversidade de compostos, incluindo compostos ndo antioxidantes e até compostos que
podem apresentar um efeito pré-oxidante. Os frutos verdes apresentaram 0 mesmo comportamento,
sendo que os efeitos da propor¢éo e a interacdo entre as variaveis foram significativos (Figura 8). O
efeito é negativo, o que pode indicar que uma menor propor¢do de amostra pode contribuir com uma
melhor extracdo de compostos com atividade antioxidante determinada pelo radical DPPH.

Estes resultados indicam que para ambos os resultados o tempo ndo apresentou efeitos
significativos, mostrando que se houver uma redugdo de tempo, a extracdo de compostos que
apresentam elevada atividade antioxidante pode ser vantajosa do ponto de vista operacional, devido
a reducao de tempo de processo. No entanto, como o tempo nao foi significativo, hd uma ampla faixa
gue pode ser utilizada sem influenciar o resultado, o que leva a conclusdo de que tempo menor para
a extracao, de 10 minutos, pode ser aplicado por apresentar vantagens e estar relacionado a maior

produtividade no processo de extracado.
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A B
(2)Proporgao(L) ‘ j -16,23¢ Proporgo (m:V)(Q) 7‘_ -3,568
(1)Tempo(L) -1,46945 (2)Proporgzo (m:V)(L) | 1-2,7971
l}
1Lby2L -1,19615 1Lby2L £ 2,531802
Tempo(Q) 18905681 (1)Tempo (minutos)(L) -,898727
Proporgao(Q) 11494004 Tempo (minutos)(Q) 1964681

p=05 p=05

L= Linear; Q= quadratico

Figura 8. Diagrama de Pareto para a atividade antioxidante por DPPH de acerolas maduras (A) e verdes (B)

A Superficie de Resposta obtida para os frutos maduros (Figura 9) indica que extratos com
menores proporc¢do, entre 1:30 e 1:40, apresentaram de 450 a 396,4 pmol Troon.g'l de amostra,
respectivamente.

Em trabalhos com polpa de acerola madura in natura e sucos de acerola (DELVA;
GOODRICH-SCHNEIDER, 2013; MEZADRI et al., 2008), valores proximos ao encontrado neste
estudo foram apresentados, com cerca de 40 a 85 umol Trolox .g™ com base em amostra fresca, o
que pode representar acima de 421 ymol Trolox .g'1 em base seca (TACO, 2011). Valores superiores
foram reportados por Cruz (2014), em extrato aquoso, apresentando de 650 pmol Trolox .g'l e por
Freire et al., (2013), representando cerca 1823 umol Trolox g"l. Tal diferenca entre os resultados
relatados por pesquisadores e 0 presente estudo pode ser explicada tanto pela diferenca do processo
de extracdo, bem como aos fatores relacionados diretamente com a origem da amostra (LIMA et al.,
2005) solos e manejo (CHITARRA; CHITARRA, 2005; THOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).
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Figura 9. Superficie de Resposta para a atividade antioxidante por DPPH de frutos maduros de acerola
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Figura 10. Superficie de Resposta para a atividade antioxidante por DPPH de frutos verdes de acerola

Os frutos verdes apresentaram o0s maiores valores de atividade antioxidante na faixa de

proporgao de 1:40 e 1:65, com 612,27 e 597,08 ymol Trolox .g'l de amostra, respectivamente, sendo

os frutos verdes com atividade antioxidante significativamente maior que os frutos maduros. Segundo

Delva e Goodrich-Schneider (2013), a atividade antioxidante também sofre uma reducéo durante o

processo de maturacdo dos frutos. No trabalho destes autores, foram apresentados valores de cerca

de 74 pmol Trolox.g™ para os frutos maduros e de 136 umol Trolox.g™ para os frutos verdes.

Os resultados obtidos para a analise de atividade antioxidante determinada pelo método do

radical ABTS, para extracao dos frutos maduros e verdes estdo expostos no quadro 3.

Ensaio

Variaveis Explanatérias

Variaveis Dependentes

Tempo (minutos)

Proporc¢éo de
amostra: solvente
(m:v)

Maduros (pmol

Verdes (umol

trolox .g* trolox .g™*
Valor Valor Valor Valor amostra*) amostra*)
codificado | Real codificado Real

1 -1 17 -1 1:40 177,26 749,39
2 1 53 -1 1:40 179,82 627,62
3 -1 17 1 1:90 53,76 695,57
4 1 53 1 1:90 55,95 688,94
5 -1,41 10 0 1:65 53,8 626,86
6 1,41 60 0 1:65 45,09 614,03
7 0 35 -1,41 1:30 267,23 624,89
8 0 35 1,41 1:100 58,12 683,17
9 0 35 0 1:65 46,75 706,87
10 0 35 0 1:65 46,61 711,1
11 0 35 0 1:65 48,55 694,89
12 0 35 0 1:65 59,72 683,52

Quadro 3. Delineamento experimental para a otimizagdo com as respostas para a extracdo de atividade

antioxidante por ABTS dos frutos maduros e verdes.

*Base seca
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A partir do delineamento experimental (quadro 3), obteve-se a regresséo para a atividade
antioxidante dos frutos pelo método do radical ABTS dos frutos maduros e verdes. A regressao para
os frutos maduros foi significativa (F calculado> F tabelado) (Tabela 10), com coeficiente de
determinacéo de 89%. Para os extratos de frutos verdes, a regressao da atividade antioxidante pelo
método do ABTS nao foi significativa (Tabela 11) e os resultados ndo foram considerados para

determinar o melhor processo de extracdo em conjunto com as demais respostas (TCF e DPPH).

Tabela 10. Analise de Variancia (ANOVA) dos resultados da otimizagdo para a atividade antioxidante dos frutos
maduros (ABTS).

Fonte de variacao Soma dos quadrados G.L  Quadrado Médio Fcalc
Regresséo 59610,7 5 11922,1 106,3
Residuos 673 6 112,2

Total 60283,7 11

RZ: 0,98 Fo,95;5;6:4,39

Tabela 11. Analise de Variancia (ANOVA) dos resultados da otimizagdo para a atividade antioxidante dos frutos
verdes (ABTS).

Fonte de variacdo Soma dos quadrados G.L Quadrado Médio Fcalc
Regresséo 115477 5 2291,5 1,6
Residuos 8334,3 6 1389,0
Total 19791,9 11

RZ: 0,58 Fo,95;5;6:4,39

Tabela 12. Modelos matematicos para a atividade antioxidante por ABTS para acerola madura

Amostra Equacéo polinomial de segunda ordem (modelo codificado)
Acerola Y, =50,41 - 0,95 tempo + 2,18 tempo? - 67,89 proporcéo + 58,79 proporgéo? -
Madura 0,09 tempo.proporcdo

De acordo com a andlise de efeitos, observadas no diagrama (Figura 11), a extragcdo de
compostos antioxidantes de frutos maduros para o método de ABTS apresentou efeito significativo
somente para a proporgdo, sendo o efeito linear negativo. Para os frutos verdes, como observado
para a regressao nao significativa, todos os efeitos ndo apresentaram significancia para o resultado
(p<0,05).

A B

(2)Proporgo(L) ‘ 18,3446 Tempo(Q) -1,69887
Proporgao(Q) 14,25788 1Lby2L 1,525459
Tempo(Q) 4835628 (1)Tempo(L) -1,38214
(1)Tempol(L) -,25052 (2)Proporgao(L) 8388426

1Lby2L -01768; Proporgao(Q) - 574343

Figura 11. Diagrama de Pareto para a atividade antioxidante por ABTS de acerolas maduras (A) e verdes (B)
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Os frutos maduros apresentaram melhores resultados para a atividade antioxidante pelo
método ABTS para a proporgdo de 1:30 (m:V), com cerca de 267 pmol Trolox.g™. Conforme a
superficie de resposta obtida (Figura 12), podemos definir que as propor¢cées menores foram mais
eficazes na extracdo, sendo o tempo devido a nédo significancia (p<0,05), pode ser mantido em
qualquer nivel dentro da faixa estudada. Alguns trabalhos determinaram a atividade antioxidante para
frutos de acerola maduros, sendo os valores entre de 46,16 a 1823,5 pmol Troon.g'1 em amostras
frescas (MEZADRI et al., 2008; RUFINO et al.,2010; FREIRE et al., 2013) apresentados. Mezadri et
al., (2008) avaliaram a diferenga entre polpas comerciais e frutos esmagados, sendo este Gltimo com
elevada capacidade antioxidante. Em relacdo aos resultados, para amostras de polpas em base seca,
Prado (2009) encontrou cerca de 788 umol Trolox.g" em matéria seca, superiores ao presente
estudo. No entanto, vale ressaltar que no presente trabalho nédo foi utilizado somente a polpa, o

resultado é expresso em valores da fruta integral liofilizada (polpa e semente).
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Figura 12. Superficie de Resposta para a atividade antioxidante por ABTS de frutos maduros de acerola

No presente trabalho, os valores da atividade antioxidante por ABTS determinados para 0s
frutos verdes variaram 614 a 749 pmol Trolox.g™ 1:65 e 1:40 (m:V). Valores superiores foram
determinado por Moura (2010) em suco de acerola verde atomizado, o qual determinou valores de
1209,76 a 984,27 pmol trolox.g"l, sendo essa reducgdo avaliada nos periodos 0 e 360 dias de
armazenamento dos frutos a 20°C, respectivamente.

Foi observado que valor da atividade antioxidante pelo método DPPH foi superior ao do
meétodo do ABTS para os frutos maduros. Segundo Kim et al., (2002) o radical DPPH ¢é utilizado para
a determinacdo de componentes sollveis em solventes organicos, ou seja, compostos mais
lipofilicos, ja o radical ABTS abrange compostos hidrofilicos, lipofilicos e pigmentados (FLOEGEL et
al., 2011). No entanto, Segundo o trabalho realizado por Le e Le, (2012), valores superiores para a
atividade antioxidante pelo método do DPPH para frutos maduros de acerola foram observados,
corroborando os resultados do presente estudo. Para estes autores, a presenca de flavonoides,
como a antocianina, influenciou significativamente a determinacdo do radical DPPH. Como relatado, o
método por DPPH pode ser influenciado por alteragdes no pH (SCALZO, 2008), como também pela
presenca de acidos organicos, aclcares, aminoacidos e principalmente dos compostos pigmentados,
como as antocianinas (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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3.4.3. Determinacédo das condic¢8es selecionadas

De acordo com as andlises de variancia e as superficies de respostas obtidas para cada
estadio de maturagdo nas andlises in vitro avaliadas, foram selecionadas as condi¢des de extracéo.
Para os frutos maduros, com base nos modelos validos (teor de compostos fenélicos, DPPH e ABTS),
foi determinada a proporcdo de 1:30 (m:V) e o menor tempo avaliado na otimizacdo, ou seja, 10
minutos. Em relagdo aos frutos verdes, os modelos mateméaticos validos foram somente para o teor
de compostos fendlicos e DPPH. A proporc¢édo definida foi a 1:40 (m:V) e o menor tempo avaliado na
otimizagéo, ou seja, 10 minutos.

Foi observado que a reducéo da proporcdo favoreceu o aumento da atividade antioxidante,
bem como maior concentracéo de compostos fendlicos. Esta observacdo pode ser relacionada ao pH
das solu¢bes obtidas, em que maiores concentragfes de amostra podem vir a reduzir o pH devido a
presenca de compostos mais &cidos na fruta. Segundo Hosseinzadeh, Khorsandi e Hemmaty (2013),
o efeito do pH é um fator importante na extracdo de compostos fendlicos, os quais sdo compostos
acidos e apresentam atividade antioxidante, e com a reducdo de pH pode ocorrer o aumento da
extracdo destes compostos em meio aquoso, e consequentemente, contribuir com o aumento da
atividade antioxidante. O pH dos extratos produzidos nas condi¢cfes otimizadas foi cerca de 3,5.

Os extratos foram preparados nas condi¢Bes selecionadas e foram realizadas andlises de
compostos fendlicos e atividade antioxidante (DPPH, ABTS, ORAC-H e FRAP). Os resultados para os

extratos selecionados estdo expostos na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados para atividade antioxidante por diferentes métodos para os extratos otimizados de acerola
madura (1:30, 10 minutos a 35°C) e verde (1:40, 10 minutos a 35°C).

Métodos* Acerola madura* Acerola verde*
Compostos 4
. mg EAG.g 69,70 106,33
fenolicos
DPPH umol Trolox.g™ 463,57 583,3
ABTS umol Trolox.g™ 266 740,83
ORAC-H pmol Trolox.g'l 16,97 26,27
FRAP umol Trolox.g™ 498,22 1016,0

*Valores por g de acerola liofilizada
Teor de compostos fendlicos equivalente a acido gélico

Delva e Goodrich-Schneider (2013) avaliaram o teor de compostos fenolicos em polpa
liofilizada de acerola com diferentes estadios de maturacdo e encontraram teores bem inferiores aos
do presente estudo, 11,94 e 16,28 mg EAG.g" para frutos maduros e verdes, respectivamente.
Valores superiores foram encontrados por Cruz (2014) e Prado (2009) para frutos maduros entre 175
e 156 mg EAG.g". Moura (2010) avaliou suco liofilizado de acerolas verdes, encontrando cerca de

60,04 mg EAG.gl, valor também foi inferior ao presente trabalho.
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Para as andlises pelo método DPPH, Cruz (2014) determinou valores de 650 umol Trolox.g"
! para frutos maduros, o que foi superior ao encontrado. Outros estudos encontraram valores abaixo
inferiores ao presente trabalho, cerca de 39,31 a 101 pymol Trolox.g™" (MEZADRI et al., 2008; DEVLA;
GOODRICH-SCHNEIDER, 2013) para os frutos maduros e 136 a 251 pmol Trolox.g™ (DEVLA;
GOODRICH-SCHNEIDER, 2013) para os frutos verdes, também inferiores aos do presente estudo.
Pelo método do radical ABTS os valores relatados por autores variaram de 56,5 a 1823,5 umol
Trolox.g'l (KUSKOSKI et al., 2005; FREIRE et al., 2013) para frutos maduros, evidenciando ampla
variacdo. Para as acerolas verdes, valores superiores também foram reportados por Moura (2010),
entre 984,27 e 1209,76 umol Trolox.g'l em p6 de acerola verde atomizado.

Os resultados de FRAP obtidos no presente trabalho foram de 498,2 e 1016 pmol Trolox.g™
para extratos de frutos maduros e verdes, respectivamente. Foram encontrados trabalhos somente
para acerola madura, com uso de outro método, de 141,8 e 148 umol Troon.g'1 (MALINOWSKA;
GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK, 2014; RUFINO et al., 2010, respectivamente). A acerola
verde foi a que apresentou novamente valores relativamente mais elevados que a madura, nas
condicdes do presente estudo.

A atividade antioxidante determinada pelo método de ORAC foi de 16,97 umol Trolox.g™
para acerola madura e 26,27 umol Trolox.g™ para verde. Mezadri et al., (2008) avaliaram diferentes
processamentos de acerolas maduras e encontraram valores de 34,58 a 50,57 pmol Trolox.g'1 para
frutos maduros. Delva e Schneider (2013) compararam frutos com diferentes estadios de maturagédo e
diferentes tipos de extragdo, encontrando cerca de 40 umol Troon.g'1 para frutos maduros e 48 umol
Trolox.g‘l para frutos verdes liofilizados, sendo a verde significativamente maior que a acerola
madura.

Como observado para todas as andlises avaliadas, os frutos verdes apresentam significativa
atividade antioxidante, o que permite concluir que € uma matéria-prima com grande potencial de uso
na obtencéo de novos ingredientes. As diferencas encontradas entre o presente trabalho e os demais
estudos sdo decorrentes das diferencas entre os métodos de extrac@o, processamentos dos frutos,
além disso, podem estar associados as diferengas de condi¢des de cultivos e diferencas de gendtipos
entre os frutos avaliados.

3.4.4. Quantificacéo de 4cido ascoérbico e compostos fendlicos por CLAE dos extratos

otimizados

Os resultados para a composicdo de alguns principais compostos fendlicos e de éacido

ascorbico das amostras de acerola madura e verde estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14. Composigdo de principais compostos fendlicos (ug.g'1 acerola liofilizada) e acido ascorbico (mg.g'1
acerola liofilizada) para acerola madura e verde

Padrdes Acerola madura* Acerola verde*
Acido ascérbico mg.g" 36,12 152,2
Acido clorogénico ug.g™’ 9,58 11,3
Acido p-cumérico ug.g™t 2,7 3,0
Acido fertlico ug.g™’ 0,7 0,85

*Resultados expressos em base seca (g de acerola liofilizada).

Como observado, os valores determinado por CLAE para o teor de acido ascérbico nos
extratos obtidos nas condicdes otimizadas foi de 36,12 e 152,5 mg.g™ para frutos maduros e verdes,
respectivamente. Em base Umida, convertendo os valores de acordo com a umidade da acerola
madura (TACO, 2011), os valores poderiam representam cerca de 3,4 e 14,45 mg. g~ de &cido
ascorbico, para frutos maduros e verde, respectivamente. Valores proximos a este estudo foram
determinado por Delva e Goodrich-Schneider (2013) a partir da extragdo em frutos liofilizados, sendo
4,05 mg.g™" para frutos maduros e 11,6 mg.g™em frutos verdes. Mezadri et al (2008), determinaram a
concentracdo de &acido ascérbico por cromatografia em diferentes formas de processamento da
acerola madura, variando de 0,42 a 14,5 mg.g'l para sucos, polpas, frutos espremidos e esmagados.
Valores superiores de acido ascérbico foram encontrados por Itoo; Aiba e Ishihata (1990), com média
de 15 mg.g'1 para frutos maduros e de 24,5 mg.g'l para os verdes. Como observado, os valores para
os frutos verdes foram superiores. Durante o processo de amadurecimento dos frutos a concentracéo
de acido ascorbico se reduz, porém ha o aumento de outros compostos como carotenoides, aclcares
sollveis e o aumento do ratio, que é a relacdo entre solidos sollveis e acidez titulavel (MOHAMMED,
2011).

Diante do exposto no presente trabalho, para as condi¢des selecionadas, pode destacar as
grandes diferencas entre os trabalhos realizados com o fruto acerola. Isto se deve a diferentes
fatores, como as condicbes ambientais, cultivares, manejos (CHITARRA; CHITARRA, 2005), bem
como as formas de extracgédo, visto que no presente trabalho a extragéo foi otimizada para a obtencao
de um extrato com elevada atividade antioxidante, o que pode resultar nas diferencas encontradas
entre os estudos.

Os principais acidos hidroxicinamicos (como o acido clorogénico, p-cumarico e ferdlico)
identificados anteriormente em estudos com a acerola (VENDRAMINI; TRUGO, 2004; DELVA;
GOODRICH-SCHNEIDER, 2013) foram quantificados no presente estudo, sendo os frutos verdes
(11,3,3,0e 0,85 ug.g"l, respectivamente) apresentaram valores maiores que os frutos maduros (9,58,
2,7e0,7 ug.g'l, respectivamente). O acido clorogénico apresentou elevada concentragcdo em relagao
aos compostos avaliados. Autores relataram que em alguns frutos o teor de fendlicos, como o acido
clorogénico, sofre reducdo com a maturacéo dos frutos (BOYER, LIU, 2004; AWAD et al., 2001), o

mesmo pode estar relacionado ao ocorrido no presente trabalho.
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3.5. Conclusdes

A otimizacdo da extracdo por meio da Metodologia de Superficie de Resposta permitiu a
obtencdo de extratos com elevada atividade antioxidante e teores de compostos fendlicos. Para os
frutos maduros a propor¢cédo amostra:solvente otimizada foi de 1:30, e para frutos verdes foi de 1:40.
O tempo nao foi significativo na extracdo dos compostos de interesse de ambas amostras, sendo
determinado 10 minutos de extracdo como ideal, com base na produtividade que essa reducéo
representa em um possivel processo em escala industrial.

Os extratos de frutos verdes apresentaram atividade antioxidante superior aos de frutos
maduros, bem como maior teor de compostos fendlicos totais. A quantificagdo de acido ascorbico e
fendlicos (4cido clorogénico, p-cumarico e ferdlico) entre os frutos também foram superiores nos
extratos de frutos verdes. Diante dos resultados, os frutos verdes apresentam-se como matéria-prima

promissora como fonte de antioxidantes naturais.
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4. OBTENGAO DE MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE ACEROLA VERDE

RESUMO

A técnica de microencapsulagao por spray drying pode contribuir para maior estabilidade de
compostos antioxidantes, além de permitir a liberacdo controlada de compostos de interesse e
facilidade da aplicacdo em alimentos. Dessa forma, o presente trabalho objetivou obter
microparticulas de extrato de frutos verdes de acerola com diferentes materiais encapsulantes
(maltodextrina e goma arabica) pelo método de spray drying e avaliar a estabilidade de acido
ascorbico e atividade antioxidante ap6s a atomizagdo. Foram adicionados a maltodextrina ou goma
arabica (6%) no extrato aquoso de frutos verdes de acerola obtido sob condi¢Bes otimizadas (1:40 —
m:V, 10 minutos de extra¢do) e submetidos a atomizac¢do. Foram determinados a concentragéo de
acido ascorbico por CLAE, o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e a atividade antioxidante por
DPPH e ABTS. Os resultados mostraram que ambas as microparticulas apresentaram baixa
umidade, atividade de agua e alta solubilidade. A menor higroscopicidade foi encontrada para
microparticulas com adi¢do de maltodextrina. As particulas apresentaram diametros entre 0,87 a 0,91
pUm, o que é desejavel, pois contribuem com melhor solubilidade. Ambas apresentaram caracteristicas
tecnoldgicas interessantes, mas a de goma arabica foi a que se destacou pelo elevado rendimento de
processo, maior protecéo ao acido ascorbico e manutengéo da atividade antioxidante.

Palavras-chaves: Microencapsulagdo; Goma arébica; Maltodextrina; Atividade antioxidante; Acerola
verde

ABSTRACT

The technique of microencapsulation by spray drying can contribute to greater stability of
antioxidants compounds, besides allowing controlled release of compounds of interest and ease of
applications in food. Thus, the present work aimed to obtain microparticles of green acerola extract
with different encapsulating materials (maltodextrin and gum arabic) by the spray drying method and
to evaluate the stability of ascorbic acid and antioxidant activity after the atomization. Maltodextrina
and gum arabic (6%) were added to the aqueous green acerola extracts under optimized conditions
(1:40 — m:V, 10 minutes) and submitted to atomization. The concentration of ascorbic acid by HPLC,
total phenolic compounds content (TPC) and antioxidant activity by DPPH and ABTS were
determined. The results showed that both microparticles presented low moisture and water activity
and high solubility. The lowest hygroscopicity was found for microparticles with addition of
maltodextrin. The particles had diameters between 0.87 and 0.91 uym, which is desirable because they
contribute with better solubility. Both presented interesting technological characteristics, but the gum
arabic microparticles was the one that presented a high yield, greater protection of ascorbic acid and
maintenance of the antioxidant activity.

Keywords: Microencapsulation; Gum arabic; Maltodextrin; Antioxidant activity; Green acerola

4.1. Introducéo

A acerola (Malpighia emarginata) € conhecida como uma fruta originaria das Antilhas,
América do Sul e Central, a qual tem grande aceitacdo no mercado global (DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER, 2013). Sua composi¢éo confere a fruta elevada atividade antioxidante, que pode variar
com o estadio de maturagdo. O estadio verde apresenta maior atividade antioxidante, relacionada as
maiores concentragcdes de &cido ascérbico e compostos fendlicos (DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER, 2013; LIMA et al., 2005; CARVALHO; MANICA, 1994). Tais compostos séo instaveis, o

gue torna dificil a extracdo e a estabilizacdo de produtos a base de acerola com foco em



58

propriedades antioxidantes (CAM; ICYER; ERDOGAN, 2014; YANG et al., 2003). Dessa forma, para
gue ocorra maior estabilidade dos compostos, facilidade em aplicacdes e reducdo de custos com
armazenamento, técnicas de secagem podem ser empregadas (KRISHNAIAH; NITHYANANDAM;
SARBATLY, 2014). A atomiza¢do ou microencapsulacdo por spray drying consiste em um processo
de secagem em que ocorre a transformacdo de um produto liquido ou fluido em um pé, por meio da
aspersdo. Durante o processo, o liquido é aspergido pelo bico atomizador e ao entrar em contato com
ar quente, ocorre a secagem rapida dessas particulas e consequente a formacao de um p6 (COSTA
et al, 2015). O tempo de secagem é considerado curto, comparado a processos convencionais de
secagem (KRISHNAIAH; NITHYANANDAM; SARBATLY, 2014). Para garantir a protegdo de
compostos bioativos presente nos materiais, bem como uma secagem mais rapida e uniforme, séo
utiizados materiais encapsulantes, como proteinas, gomas, polissacarideos, entre outros. A
maltodextrina e a goma arabica sdo materiais comumente aplicados no processo de
microencapsulacdo, 0s quais possuem caracteristicas que contribuem com a estabilidade dos
produtos encapsulados e de faceis aplicacdes pela obtencdo de particulas muito pequenas
(RIGHETTO; NETTO, 2005).

O processo de atomizacdo permite que as microparticulas obtidas de extratos de frutas
possam ser aplicadas com inumeras fung¢des, como a preservacdo de compostos bioativos
(FIGUEIREDO; GRANDIM; MARTUCCI, 2001), vitaminas e minerais, retencdo de aromas; reducgéo
de sabores fortes e/ou adstringentes e também permitem a liberacéo controlada de compostos, o que
depende de cada material utilizado no processo (COSTA et al., 2015; SHAHIDI; HAN, 1993).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo a obtencéo de microparticulas de
extrato aquoso de frutos verdes de acerola com diferentes agentes encapsulantes (maltodextrina e
goma ardbica), avaliacdo da estabilidade de &cido ascorbico e da atividade antioxidante apés a

atomizacgéo, visando aplicacdes futuras como um antioxidante natural em alimentos.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Obtencéo dos extratos

Frutos verdes de acerola utlizados para o preparo dos extratos foram fornecidos pela
Associagao Agricola de Junqueirdpolis, localizada no municipio de Junqueirépolis, (21° 30’ 52" S, 51°
26’ 01” O), Sao Paulo, Brasil, em setembro de 2016. Os frutos congelados a -80°C foram liofilizados
(Liobras,Liotop L-101, Brasi), triturados e armazenados em sacos plasticos cobertos por sacos
metalizados a -28 °C + 1 até o preparo dos extratos.

Os extratos foram preparados de acordo com a prévia otimizacao (Capitulo 3). A proporgéo
de acerola verde liofilizada dispersa em agua foi de 1:40 (m:V), seguida de agitacdo em banho-maria
(Nova Instruments, Dubnoff, Brasil) a 35°C, por 10 minutos a 200 rpm. Posteriormente as solucfes
obtidas foram centrifugadas a 5000 g (Hettich, 320/320R, Alemanha) por 20 minutos a 4°C e em

seguida, filtradas em papel qualitativo (Qualy) e armazenadas em frascos ambar a -28°C + 1.
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4.2.2. Obtencéo das microparticulas

O extrato de frutos verdes de acerola foi entdo submetido a atomizacdo por spray dryer.
Para isso, foi adicionada propor¢céo de 6% de material encapsulante ao extrato para a producdo de
microparticulas de goma arabica e microparticulas de maltodextrina (TONON; BRABET; HUBINGER,
2010). Para cada processo foi utilizado 2 litros de extrato, sendo o processo realizado em duplicata.
Os agentes encapsulantes utilizados foram a goma arabica, fornecida pela Nexira Brazil Comercial
Ltda.(Sdo Paulo, Brasil) e maltodextrina MOR-REX 1920®, fornecida pela Matrix Ingredientes (S&o
Paulo, Brasil). As misturas foram homogeneizadas em agitador magnético (IKA, Color squid, Estados
Unidos) até completa solubilizacdo, e em seguida foram atomizadas em spray dryer (Eikonal, LM
MSD 1.0, Brasil). Para atomizacéo foi utilizando bico aspersor de 1,2 mm, temperatura de entrada de
140°+ 2 e temperatura de saida de 80°C + 2, sendo a vazao de 1L™ h. Os pos resultantes foram

armazenados em recipientes de vidros a -28°C * até 0 momento das andlises e aplicagédo.

4.2.3. Caracterizacao das microparticulas
4.2.3.1. Umidade e atividade de agua (aw)

A umidade das microparticulas foi determinada em analisador de umidade com lampada
hal6égena (Ohaus, MB35, USA). Foram adicionadas cerca de 0,5 g de amostra no equipamento e
submetidas ao aquecimento da lampada até atingir 105°C e peso constante. Os valores da umidade
foram dados em porcentagem pelo analisador. Para a determinagdo da atividade de agua foi utilizado

um analisador de atividade de agua de bancada (Decagon, Aqualab Lite, EUA).

4.2.3.2. Solubilidade

A solubilidade das microparticulas foi determinada segundo a metodologia descrita por
Eastman e Moore (1984), com modifica¢gBes realizadas por Cano-Chauca et al. (2005). Foi adicionado
cerca de 1g de p6 em 100 mL de agua destilada a temperatura ambiente. A dispersao foi agitada em
agitador magnético por cerca de 5 minutos a 400 rpm (IKA RH, digital KT/C, Alemanha). A solucgéo foi
centrifugada a 3000xg por 5 minutos (Hettich, 320/320R, Alemanha) a 20°C. Aliquotas de 25 mL
foram transferidas em cadinhos previamente pesados. Posteriormente, foram colocados em estufa a
105°C por 5 horas. A solubilidade foi determinada pela diferenca de peso e expressas em g 100" g

de agua.

4.2.3.3. Higroscopicidade

A higroscopicidade das microparticulas foi determinada conforme metodologia descrita por
Cai e Corke (2000). Foram colocados 2 g de microparticulas em placas de Petri previamente taradas

e estas foram armazenados em dessecador com solugdo saturada de Sulfato de Sédio (81RH), o
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qual permaneceu por 7 dias, a 25 °C controlada por B.O.D (Tecnal, TE-391, Brasil). Apés esse
tempo, foram pesadas novamente e os resultados expressos em g de agua absorvida por 100g de

solidos secos.

4.2.3.4. Diametro médio e distribuicdo do tamanho das particulas

As microparticulas foram avaliadas de acordo com o didmetro e a distribuicdo do tamanho
das particulas por difracdo a Laser (SHIMADZU, SALD 201V, Japdo). Para essa analise, uma
pequena quantidade de amostra foi dispersa em etanol PA e imediatamente analisada no

equipamento a temperatura ambiente. Os didmetros foram dados em micrémetros (um).

4.2.3.5. Morfologia das microparticulas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

A estrutura e Morfologia das microparticulas foi analisada utilizando um microscépio
eletrbnico de varredura (MEV) (Hitachi, TM 3000, Japdo) com vacuo e captacdo de imagem. As
amostras foram colocadas em pequenas quantidades em uma fita dupla-face no suporte do
equipamento. As estruturas foram observadas com aumento de 1000 e 4000 vezes e voltagem de
15kV.

4.2.4. Quantificacdo de acido ascérbico por CLAE

A quantificacdo de acido ascdrbico dos extratos aquosos e das microparticulas foram
realizadas por CLAE de acordo com Vendramini e Trugo (2004), com modificages. Foi utilizada uma
coluna C;3 Phenomenex® (dimensdes 4,6 x 250mm- 5um) com detector de arrajo de diodo (UV/VIS)
(Agilent HP, serie 1100, Estados Unidos). Na fase movel foi empregada um gradiente de citrato
trissodico (0,01M) (solvente A) e metanol, como solvente B, sendo a eluicdo da seguinte ordem:
100% do solvente A; seguido de 30% solvente A e 70% solvente B; e por ultimo 10% de solvente A e
90% do solvente B. Os extratos otimizado e os extratos das microparticulas foram filtrados em
membranas de 0,45 um. Em seguida, foram injetados para a quantificacdo de &cido ascorbico. A
guantificacao foi realizada por curva de padronizacdo para o acido ascorbico e a corrida foi realizada

nos comprimentos de 275nm.

4.2.5. Teor de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante

O teor de compostos fendlicos foi quantificado conforme metodologia descrita por Singleton
e Rossi (1965) e Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) pela metodologia de Folin-
Ciocalteau. A concentragdo da solugdo de carbonato de sodio e de Folin-Ciocalteau foi de 7,5% e

10%, respectivamente. Foram adicionados em tubos de ensaio 500 puL de amostra, 2,5 mL de



61

reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de Carbonato de Sodio. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV Mini 1240, Japao) ao comprimento de 760 nm apés 2 horas de
reacdo. A curva padrao foi determinada em acido gdlico e os resultados foram expressos em mg de
acido galico por g de amostra.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do sequestro do radical DPPH (1,1-
diphenyl-2—picryl-hydrazy) de acordo com a metodologia de Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995).
Em tubos de ensaio foram adicionados 500 yL de amostra, 3 mL de etanol e 300 pL da solucao de
DPPH. Em seguida foram agitados e acondicionados ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por
45 minutos. ApOs o tempo de reacéo, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 515 nm e os
resultados foram expressos em pmol de equivalente ao Trolox por grama de amostra. A atividade
antioxidante pela captura do radical 2,2-azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic (ABTS), foi
determinada pela metodologia descrita por Re et al. (1999) cujo radical ABTS é formado com a
reacdo de ABTS 7mM com persulfato de potassio 140 mM. Em tubos de ensaio foram adicionados,
20 yL de amostra, 2 mL da solugdo de ABTS e cronometrado 6 minutos para a reacdo. Os resultados
foram dados com leitura a 734 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV Mini 1240, Japédo) e

expressos em pmol de Trolox por grama da amostra.

4.3. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados com médias e desvio padrédo das trés repeti¢cdes realizadas
para cada processo. Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste
Tukey (p<0,05) para a comparacdo dos materiais encapsulantes com o auxilio do software SPSS
15.0 (SPSS Inc, Chicago, EUA).

4.4. Resultados e Discusséo

4.4.1. Caracterizagdo das microparticulas

Os resultados das analises que comp8em a caracterizagdo das microparticulas estéo
expostos na Tabela 15. Como observado, os valores de umidade e atividade de dgua para ambos os
materiais ndo apresentaram diferencas significativas. A umidade das amostras estd dentro do
avaliado por autores que trabalharam com suco de acerola verde microencapsulado, tanto para
maltodextrina (3,17%) como goma arabica (6,39%) (RIGHETTO; NETTO, 2005) e polpa de acerola
com goma de caju (3,09 - 5,43%) (MOREIRA et al., 2009). Apesar dessa concordancia entre
resultados, Tonon; Freitas e Hubinger (2011) encontraram valores inferiores a 2,9% com uso de
diferentes temperaturas de entrada no spray dryer e diferentes materiais encapsulantes, sendo que
as temperaturas mais elevadas resultaram em menores contetdos de umidade. Segundo Rajabi et al.
(2015), a umidade também esta relacionada a concentracdo do material de parede: quanto maior a
concentracao, menor pode ser a umidade. A atividade de dgua das microparticulas encontra-se baixa

(0,31-0,32), o que esta dentro do esperado para produtos desidratados, reduzindo preocupacdes
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guanto ao desenvolvimento de microrganismos patégenos (BEUCHAT et al.,, 2013). Além disso,
valores entre 0,2 e 0,4 podem apresentar boa estabilidade, reduzindo as taxas de oxidacao de
produtos encapsulados (SERRIS; BILIADERIS, 2001).

Tabela 15. Caracterizagdo das microparticulas obtidas de extratos aquosos de acerola verde com goma arabica
e maltodextrina

Microparticulas

Caracteristicas MG* MM*
Umidade (%) 5,43 +0,8° 5,21 +0,37%
Atividade de agua 0,32 + 0,022 0,31+0,01%
Solubilidade (g 100" g) 91,87 +0,73" 97,85+ 0,6°
Higroscopicidade (g 100™ g) 24,6 £ 0,6° 20,70 +0,11°
Rendimento (%) 61,60 + 2,08% 38,95 + 0,45"

* MG (microparticulas de goma arabica); MM (microparticulas de maltodextrina).

A microparticula que apresentou maior solubilidade e menor higroscopicidade foi a de
maltodextrina (97,85%). Autores relataram uma alta solubilidade com maltodextrina, seguida da goma
arabica, ambas acima de 90% em suco de manga (CANO-CHAUCA, et al, 2005). Em sucos de cereja
microencapsulados foram apresentados valores inferiores ao presente estudo de solubilidade, sendo
gue para a goma arabica a solubilidade também foi menor (GAROFULIC et al, 2016). A menor
higroscopicidade dada para a microparticula de maltodextrina também foi relatada por Ferrari et al.
(2012) e Garofulic et al. (2016), com microparticulas de suco de amora e de cereja, respectivamente,
avaliando ambos materiais encapsulantes. Diversos fatores podem interferir nas caracteristicas das
microparticulas, como a concentracdo de material encapsulante, temperatura de entrada do processo
(TONON; BRABET; HUBINGER, 2009), bem como os diferentes agentes utilizados (GAROFULIC et
al., 2016), o que deve ser avaliado para cada processo em estudo.

O rendimento das microparticulas produzidas com goma arabica foi superior ao observado
com maltodextrina. Segundo Bhandari et al (1993), um rendimento superior a 50% em um processo
de microencapsulagdo é considerado viavel para a producdo. Entre os fatores que podem reduzir
esse rendimento, estd o uso de baixas concentracBes de material encapsulante, uma vez que
reduzem a densidade, viscosidade e a temperatura de transicdo vitrea (FERNANDES et al., 2014;
MASTERS, 1991), contribuindo com elevado depdésito na camara interna de secagem (TONTUL;
TOPUS, 2017). As propriedades da goma arabica como um agente emulsificante (DICKINSON, 2003)
pode ter contribuido com o aumento de densidade (OSORIO; FORERO; CARRIAZO, 2011) e como

consequéncia, o0 aumento do rendimento no presente estudo.

4.4.2. Diametro médio e distribuicdo do tamanho das particulas

A média de didmetro para as microparticulas formuladas com goma arébica foi de 0,91 +

0,21 pym e para as microparticulas formuladas com maltodextrina, 0,87 um + 0,19. A distribuicdo de
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particulas para cada formulagéo estdo expostas na Figura 13. As microparticulas ndo apresentaram
diferencas significativas e ambas apresentaram um modelo assimétrico.
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Figura 13. Distribuicdo de particulas das microparticulas de goma arabica (A) e maltodextrina (B)

As particulas sdo relativamente pequenas quando comparado com demais estudos que
trabalharam com ambos os agentes encapsulantes, o que pode estar relacionado a concentracéo dos
materiais encapsulantes adicionados. Segundo Silva et al., (2013), particulas pequenas sdo muito
desejaveis para este tipo de produto, pois a solubilidade em &gua pode aumentar quando as
particulas sdo reduzidas, o que pode ser interessante para aplicacdes futuras. Este mesmo trabalho
determinou uma média de 1,68 uym para maltodextrina e 2,30 ym para goma arabica em polpa de
camu-camu com concentracéo de 15% de material encapsulante.

Tonon, Brabet e Hubinger (2008), mostraram que elevadas concentragfes de maltodextrina
pode formar tamanhos de particulas muito maiores, sendo que a variagéo utilizada foi de 10 a 30% de
materiais em suco de agai e obtiveram particulas de 13,3 a 21,35 um, respectivamente, ambos
superiores ao determinado no presente estudo. No caso do trabalho realizado por Righetto (2003),
utilizando 20% de material encapsulante, determinou valores entre 16 € 17 ym para microparticulas
de maltodextrina e entre 19 e 20 ym para as microparticulas formadas por goma arabica. Com a

reducdo de material encapsulante, como é o caso de estudo realizado por Tonon, Brabet e Hubinger
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(2010), utilizando 6% de material em sucos de agai, a mesma adicionada no presente estudo, obteve
microparticulas de 8,91 a 9,01 um, com o uso de goma arabica e maltodextrina, respectivamente.
Além disso, outra variavel importante a ser discutida € a temperatura de entrada, segundo Tonon,
Freitas e Hubinger (2011), o uso de temperaturas menores (140°C) contribui com a obtengéo de
particulas de tamanho reduzidas, apresentando tamanhos entre 10,82 a 13, 83 ym para o uso de
goma ardbica e de 9,28 a 12,81 ym para maltodextrina, com a variacdo de temperatura de 140° a

200°C, respectivamente.

4.4.3. Morfologia das microparticulas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 14 demonstra a estrutura avaliada por microscopia eletrénica de varredura das
microparticulas produzidas a partir de extrato aquosos de acerola verde. Ambas as microparticulas

apresentaram pequenas variagbes de tamanho, o que € considerado normal para particulas
produzidas por spray-dryer (TONON, BRABET, HUBINGER, 2008).

2017-11-22 20 H D63 x1.0k 100um MEV_4766 2017-11-22 1121 H

MEV_4753 2017-11-22  11:05 D6.3 x40k  20um

MEV_4750 2017-11-22

Figura 14. Morfologia por Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) das microparticulas de Goma arabica (A) e
Maltodextrina (B).

As microparticulas produzidas com maltodextrina mostraram-se mais esféricas que as de
goma ardbica, sendo que as microparticulas formadas por goma arabica apresentaram leve
enrugamento da superficie. Esse comportamento pode estar relacionado as variagbes de

temperaturas de entrada, ou seja, temperaturas maiores sdo relacionadas a formacao de particulas
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mais lisas, jA& em temperaturas baixas, pode ocorrer a formacéo de paredes rugosas, devido a menor
taxa de secagem que permite o encolhimento das particulas (TONON; FREITAS; HUBINGER, 2011).
Embora a temperatura de secagem utilizada no presente trabalho tenha sido baixa (140°C) em
relacdo a literatura consultada, ambas apresentaram superficies lisas, principalmente, as produzidas
com maltodextrina. A baixa concentracdo de material encapsulante, pode ter contribuido em uma
secagem mais rapida, reduzindo a formacao de paredes enrugadas. Segundo o trabalho de Righetto
(2003), as microparticulas produzidas de extrato de acerola com maltodextrina e goma arabica
obtiveram microparticulas predominantemente com paredes muito rugosas, o que pode estar
relacionado a concentracdo dos materiais (20%), bem como a menor temperatura utilizada (120°C)
no estudo, 0 que ndo aconteceu no presente trabalho.

Com as condic@es utilizada neste estudo, as microparticulas apresentaram uma superficie
sem fissuras, 0 que é muito interessante, pois segundo Rocha, Favaro-Trindade e Grosso (2012), se
houvesse algum tipo de rompimento da microparticula, poderia afetar a prote¢cdo dos compostos

ativos, pelo aumento da permeabilidade de gases.

4.4.4. Quantificagdo de acido ascoérbico, teor de compostos fendlicos totais e

atividade antioxidante das microparticulas

Os teores de acido ascoérbico (AA), compostos fendlicos e a atividade antioxidante
determinados para as microparticulas estdo expostos na Tabela 16. As reducdes observadas para as
concentragcdes de &cido ascoérbico foram de cerca de 20 e 14,5% para as microparticulas de
maltodextrina e goma arabica, respectivamente, devido ao processo de microencapsulagéao.
Aparentemente a microparticula de goma arabica apresentou maior retencéo de acido ascorbico, mas
que ndo foi diferente da maltodextrina (p<0,05). Segundo autores (SILVA et al., 2013), a elevada
retencdo de acido ascorbico foi determinada em polpa microencapsulada de camu-camu com o
material goma arabica.

O processo de atomizagdo acarretou perdas de compostos ap0s a microencapsulagdo para
os compostos fendlicos e acido ascorbico, o que pode ter acarretado também na observagédo da
menor atividade antioxidante apds a microencapsulagdo. No entanto, a perda foi maior para as
microparticulas produzidas com maltodextrina para a atividade antioxidante por DPPH, mas ambas

apresentaram perdas significativas para as andlises por ABTS.

Tabela 16. Teores de acido ascorbico, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das microparticulas de
goma arabica e maltodextrina.

Resultados * Extrato MG MM
Acido ascorbico mg AA . 100 mg 30,82 +0,18 26,41 +0,44° 24,55+ 0,45°
Compostos fendlicos mg EAG. 100 mg 21,47 +0,1 18,8+0,3*  17,30+0,7°
DPPH pmol Trolox.100 mg 118,12+59 9456+3,8% 81,98+ 2,24b
ABTS pumol Trolox.g.100 mg 150,81 +2,56 93,0+ 1,8° 95,5+ 2,4°

* Resultados expressos por 100 mg de extrato
MG — Microparticulas de goma arabica; MM- Microparticulas de maltodextrina
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A perda de compostos durante o processo de atomizagdo pode estar relacionada ao
rendimento, visto que o rendimento para a maltodextrina foi inferior ao da goma arabica, bem como a
proporcdo de material encapsulante. Segundo estudo de Moreira et al. (2009), a microencapsulacéo
de extrato de acerola com maltodextrina (5:1) propiciou elevada retencdo de compostos avaliados,
como &cido ascorbico e antocianinas. O mesmo foi observado por Figueiredo, Grandim e Martucci
(2001), obtendo perdas em torno de 2 a 3 % de acido ascorbico ao longo do armazenamento durante
365 dias, utilizando a concentracédo de 20% de mistura de goma arabica e maltodextrina em suco de
acerola verde. Perdas significativas foram observadas no trabalho de Rezende, Nogueira e Narain
(2018) para compostos fendlicos e acido ascérbico em suco de acerola microencapsulado com
mistura de agentes encapsulantes (maltodextrina e goma ardbica) a 10 %. Autores relacionaram
diversos fatores que podem acarretar a perda dos compostos avaliados como as altas temperaturas
de entrada, baixos rendimentos do processo, baixas concentracbes de material encapsulante e
reacOes oxidativas no produto (WILKOWSKA et al., 2016; MOREIRA et al., 2009; MOURE et al.,
2001).

4.5. Conclusodes

As microparticulas produzidas a partir do extrato aguoso de frutos verdes de acerola
apresentaram caracteristicas interessantes para possiveis aplicagfes. Os resultados mostraram que
ambas as microparticulas apresentaram baixa umidade e atividade de agua. Ambas apresentaram
boa solubilidade, mas a com maltodextrina se destacou com cerca de 97%. A menor higroscopicidade
também foi dada para a microparticula de maltodextrina. Ambas apresentaram didmetros entre 0,87 a
0,91 um, o que é desejavel, pois contribuem com melhor solubilidade. As microparticulas
apresentaram caracteristicas tecnolégicas interessantes, mas a de goma arabica foi a que se
destacou pelo maior rendimento de processo e maior prote¢cdo em relagdo as propriedades funcionais
desejadas. Dessa forma, as microparticulas apresentaram propriedades interessantes, as quais

devem ser avaliadas para futuras aplicagcfes como um aditivo.
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5. APLICACAO DE EXTRATO DE ACEROLA VERDE MICROENCAPSULADO EM SISTEMA
MODELO DE EMULSAO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a estabilidade oxidativa de um modelo de
emulsdo adicionada de extrato de acerola verde, extrato de acerola microencapsulado e de TBHQ
(antioxidante sintético). Foram produzidas emulsdes do tipo 6leo em agua (o/a), adicionadas de
antioxidantes naturais (extrato aquoso de acerola verde e microparticulas produzidas com goma
arabica e/ou maltodextrina) e de sintético (TBHQ) nas concentracfes de 0, 100 e 200 mg.kg™ . As
emulsdes foram submetidas ao teste acelerado de oxidacdo, em estufa a 40°C por 9 dias. Foram
determinados os teores de hidroperéxidos, dienos conjugados (absorbancia especifica) e indice de
cremeagdo (% Cl) a cada 3 dias. Os tratamentos com microparticulas apresentaram efeito protetor
significativo e semelhante ao antioxidante sintético TBHQ. O efeito protetor dado as microparticulas
com goma arébica e a mistura de microparticulas (200 mg.kg'l) contribuiu para a manutencdo de
baixos teores de hidroperéxidos, dienos conjugados e indice de cremeacdo, indicando melhor
efetividade em comparacéo aos demais tratamentos. Os resultados mostram que as microparticulas
apresentaram comportamento efetivo na protecdo da oxidacao lipidica, mostrando-os como potencial
antioxidante a ser explorado para aplicacao em emulsdes de base lipidica.

Palavras-chaves: Acerola verde; Hidroperéxidos; Oxidacao lipidica; Antioxidantes; Emulsdes

ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the oxidative stability of an emulsion
model added of green acerola extract, microencapsulated green acerola extract and TBHQ (synthetic
antioxidant). The oil-in-water (o0 / w) emulsions were produced and concentration of 0, 100 and 200
mg.kg-" of synthetic (TBHQ) and natural antioxidants (arabic gum and/or maltodextrin
microencapsulated green acerola extracts and non-encapsulated green acerola extract) were applied.
The emulsions were submitted to the accelerated oven test at 40° C for 9 days. The hydroperoxides
content, conjugated dienes (specific absorbance) and creaming index (% CI) were determined every 3
days. The treatments with microparticles showed a significant protective effect, similar to the synthetic
antioxidant (TBHQ). The protective effect of microparticles produced with gum arabic and a mixture of
microparticles (200 mg.kg-1) contributed to the maintenance of low levels of hydroperoxide,
conjugated dienes and creaming index, indicating a better effectiveness in comparison to the other
treatments. The results show that the microparticles presented an effective behavior in the protection
of lipid oxidation, showing a potential to be exploited as antioxidant in lipid-based emulsion.

Keywords: Green acerola; hydroperoxides; Lipid oxidation; Antioxidants; Emulsions

5.1. Introduc¢éo

Os 6leos vegetais sdo componentes da dieta e essenciais para as reacdes e bom
funcionamento do organismo (IQBAL; BHANGER, 2007). Diversos produtos disponiveis no mercado
sé@o a base de 6leos e principalmente, sdo formados por emulsdo éleo em agua, como é o caso de
maionese, sopas, cremes, 0s quais conferem aos produtos, sabores, aromas e texturas de grande
aceitagao (O’BRIEN, 2009). Produtos com alto teor de lipideos sé@o propensos a oxidacao lipidica,
uma das maiores causas de perda de qualidade de produtos de base lipidica. Em éleos vegetais, por
exemplo, a taxa de oxidac@o é maior com o alto teor de acidos graxos poli-insaturados, sendo o 6leo
soja mais suscetivel a oxidagdo do que os 6leos de milho, amendoim e o azeite de oliva (NAZ et al.,

2004; SMITH; KING; MIN, 2007). J4 em produtos que se apresentam em um sistema mais complexo,
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como o caso de emulsdes 6leo em agua, a taxa de oxidacéo pode ser ainda maior, devido ao contato
maior dos acidos graxos insaturados com agentes oxidantes que podem estar dissolvidos na fase
aguosa, a presenca de oxigénio durante o processo de emulsificacdo, entre outros fatores (BERTON-
CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014). A perda de qualidade dos produtos proveniente da reacao de
oxidacdo esta relacionada a alteracdo das propriedades fisico-quimicas, e como consequéncia a
perda de nutrientes e da qualidade sensorial, com a produgéo de compostos volateis e alteragdes nas
texturas (SMITH; KING; MIN, 2007).

A inibicdo ou reducgédo da taxa de oxidacdo lipidica pode ser conduzida pelo emprego de
antioxidantes, tanto sintéticos como naturais. Os antioxidantes sintéticos mais empregados na
industria sdo o BHT, BHA, PG e TBHQ (O’BRIEN, 2009), sendo este ultimo considerado o mais
efetivo. No entanto, devido a preocupacdo de efeitos adversos ao organismo, 0s sintéticos estao
sendo rejeitados pelos consumidores (LI et al., 2014). Como consequéncia dessa preocupacao,
diversos trabalhos tém procurado alternativas, utilizando ervas (alecrim tomilho, orégano) frutas e
folhas (ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000; AHN et al., 2008; DOOLAEGE et al., 2011;
MALINOWSKA; GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK, 2014; TAGHVAEI et al, 2014
CASEMIRO, 2016) em produtos com elevado teor lipidico, como 6leos e emulsdes, os quais
apresentaram resultados promissores para 0 emprego como aditivo, mas que ainda é pouco
explorado pela indudstria.

A acerola (Malpighia emarginata) tem se destacado pela elevada atividade antioxidante, a
gual é proveniente de compostos bioativos, como acido ascoérbico, compostos fendlicos e flavonoides.
No entanto, o interesse é ainda maior no estddio de maturacéo verde, o qual apresenta atividade
antioxidante, concentracdo de &cido ascoérbico e de compostos fendlicos superiores a madura
(RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005; VENDRAMINI; TRUGO, 2000). Diversos estudos ja a
abordaram como um potencial produto no uso para o enriquecimento de alimentos e em cosméticos
(ASSIS et al., 2001; MALINOWSKA; GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK, 2014), bem como em
aplicacbes em produtos por meio da microencapsulacdo de extrato (RIGHETTO; NETTO, 2005;
MOREIRA et al., 2009). A microencapsulacdo por spray drying de extratos de frutas é uma técnica de
secagem que pode se obter um pdé, o qual contribui na manutengdo de compostos e na liberacédo
controlada de compostos, bem como pode facilitar a aplicagdo destes compostos em um meio de
interesse (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). No entanto, ndo hé trabalhos que avaliem o
emprego de microparticulas de acerola verde em sistemas lipidicos como um antioxidante natural em
alimentos. Dessa forma, partindo desses estudos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antioxidante do extrato de acerola verde microencapsulado na estabilidade oxidativa de

emulsao modelo do tipo 6leo em agua.
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5.2. Material e métodos
5.2.1. Obtencéo do extrato de acerola verde microencapsulado

Frutos verdes de acerola fornecidas pela Associacdo Agricola de Junqueirépolis, localizada
no municipio de Junqueirdpolis, (21° 30" 52" S, 51° 26’ 01” O), Sao Paulo, Brasil, em setembro de
2016. Os frutos foram congelados a -80°C, liofilizados (Liobras,Liotop L-101, Brasi), triturados e
armazenados em sacos metalizados a -28 °C + 1 até o preparo dos extratos. O extrato otimizado
(Capitulo 3) foi preparado na proporgéo de 1:40 (m:V) de acerola verde liofilizada em agua destilada,
seguida de agitacdo em banho-maria (Nova Instruments, Dubnoff, Brasil) a 35°C, por 10 minutos a
200 rpm. Apos isso, foram centrifugados a 5000 g (Hettich, 320/320R, Alemanha) por 20 minutos a
4°C e em seguida, filtrados em papel qualitativo (Qualy) e armazenados em frascos ambar a -28°C +
1.

O extrato filtrado foi submetido a atomizacdo por spray dryer, com 6% de material
encapsulante, seguindo metodologia descrita por Tonon, Brabet e Hubinger (2010). Para cada
processo foram utilizados 2 litros de extrato. Os agentes encapsulantes utilizados foram a goma
ardbica, fornecida pela Nexira Brazil Comercial Ltda. (Sdo Paulo, Brasil), ou maltodextrina MOR-REX
1920®, fornecida pela Matrix Ingredientes (S&o Paulo, Brasil). Os materiais encapsulantes foram
adicionados ao extrato, homogeneizados em agitador magnético (IKA, Color squid, Estados Unidos),
e em seguida foi atomizada em spray dryer (Eikonal, LM MSD 1.0, Brasil). A atomizacéo foi utilizando
bico aspersor de 1,2 mm, com temperatura de entrada a 140°+ 2 e de saida 80°C + 2, sendo a vazéo
de1L'h.Os poés resultantes da microencapsulagao foram armazenados em recipientes de vidros a -

28°C + até o momento da aplicacéo.

5.2.2. Preparo das emulsfes

As emulsdes do tipo 6leo em agua (o/a) foram formuladas de acordo com a metodologia de
Huang et al (1996), com modificacbes. As emulsdes foram preparadas com a propor¢cdo de 50%:
45%: 5% (6leo: agua destilada: tween 20). O 6leo de soja foi cedido pela CARGILL Agricola S.A. O
tween 20, a agua e os antioxidantes (TBHQ e as microparticulas de acerola) foram pesados e
adicionados ao recipiente para a homogeneizacdo e somente o 6leo foi adicionado aos poucos
durante a homogeneizagcdo realizada por Ultraturrax (T18 basica, IKA) a 18000 rpm durante 5
minutos.

As concentracdes de antioxidante adicionadas (100 e 200 mg.kg™ ) foram calculadas com
base no valor compostos fendlicos obtidos para o extrato e microparticulas (Capitulo 4). Os
tratamentos preparados foram: T1 (controle - sem antioxidantes); T2 (TBHQ 100 mg.kg'l) ; T3 (TBHQ
200 mg.kg™); T4 (Microparticula de goma arabica 100 mg.Kg™); T5 (Microparticula de goma arabica
200 mg.Kg'l); T6 (Microparticula de maltodextrina 100 mg.kg'l); T7 (Microparticula de maltodextrina
200 mg.kg'l); T8 (Microparticula de goma arabica + Microparticula de maltodextrina - 50 mg.kg'1 + 50

mg.kg™);T9 (Microparticula de goma arabica + microparticula de maltodextrina - 100 mg.kg™ + 100
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mg.kg'l); T10 (Goma arébica 100 mg.kg'l); T11 (Goma arébica 200 mg.kg'l);T12 (Maltodextrina 100
mg.kg™); T13 (Maltodextrina 200 mg.kg™); T14 (Extrato 100 mg.kg™); T15 (Extrato 200 mg.kg™).

5.2.3. Estabilidade oxidativa das emulsdes

Para a avaliacdo da estabilidade oxidativa, as emulsdes foram submetidas ao teste de
estufa. Amostras de emulsdes (10 mL) representando os 15 tratamentos foram acondicionadas em
tubos de ensaio, em triplicata, e dispostas de forma aleatéria dentro da estufa (Fanem, 315 SE,
Brasil) a uma temperatura de 40°C (KARGAR; SPYROPOULOS; NORTON, 2011) para acelerar as
taxas de oxidacdo. A avaliacdo da estabilidade foi realizada durante 9 dias, sendo que a cada 3 dias

foram retiradas amostras para as analises subsequentes.

5.2.3.1. Teor de hidroperéxidos

O teor de hidroperdxido foi determinado pela metodologia descrita por Shantha e Decker
(1994), com modificagbes. Aliquotas de 300 uL de emulsao foram adicionadas de 1,5 mL de solugéo
de isooctano e isopropanol (3:1/ v:v) em tubos de ensaio e agitadas por trés vezes consecutivas (10
segundos cada) em intervalos de 20 segundos em vértex (Labdancer, IKA, Alemanha). Foram
retiradas aliquotas de 200 pL da mistura, adicionadas a um segundo tubo, seguido da adicdo de 2,8
mL de solu¢do de metano e n-butanol (2:1/ v:v) e agitagdo em vOrtex. Neste mesmo tubo, foram
adicionados 30 yL de uma solugéo de NH4SCN:Fe*? (1:1v:v), obtida pela da mistura de NH;SCN
(3.94 M) e Fe*?. A solucdo de Fe* (0.072 M) foi obtida pela mistura (1:1/ v:v) de FeSO, (0.144 M) e
BaCl, (0.132). Apo6s a adicéao do NH4SCN:Fe*? (1:1/ v:v), os tubos foram agitados e acondicionados a
temperatura ambiente, em local com incidéncia de luz reduzida, por 20 minutos. A leitura foi realizada
a um comprimento de 510 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV Mini 1240, Japdo). A partir de
uma curva de calibracdo realizada em hidroperéxido de cumeno, os resultados foram expressos em

mmol hidroperéxido.kg™ de 6leo.

5.2.3.2. Dienos conjugados

O teor de dienos conjugados foi determinado de acordo com método Ch 5-91 oficial da
American Oil Chemists Society, (AOCS, 2009). Foram adicionadas 0,2 gramas de amostra em baldes
volumétricos, completados com isooctano e agitados manualmente para a solubilizacdo, por
aproximadamente 30 segundos. A leitura foi realizada a um comprimento de onda de 232 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV Mini 1240, Japéo) e os resultados foram dados em absorbancia
especifica. O célculo foi realizado a partir da equagéo Eqy 1cmy= A/C, em que A = absorbancia e C=

concentracdo da solucéo de emulsé&o e isooctano (g.100 mL "1).
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5.2.3.3. indice de Cremeacé&o (IC)

O indice de cremeacéo foi avaliado para comparar a estabilidade fisica entre os tratamentos
realizados, conforme metodologia descrita por Keowmaneechai e McClements (2002), com
modificagbes. A metodologia consiste em medir a altura total (H.) das emulstes e a altura da
separacao das fases (soro, Hg), conforme o calculo = 100 x (Hs/Hc). As emulsdes (10 mL) foram
acondicionadas em tubos de ensaio com tampa de rosca (9 x 1,5 cm) e submetidas ao mesmo teste

de estufa acelerado (40°C por 9 dias).

5.3. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi realizado em triplicata, sendo que os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo. Todos os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste F (p<0,05). Para a comparacdo de médias foi avaliado somente entre tratamentos
pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% em Software SPSS 15 (SPSS, Chicago, IL).

5.4. Resultados e discussao
5.4.1. Estabilidade oxidativa das emulsdes
5.4.1.1. Teor de hidropero6xidos e dienos conjugados

A oxidacdo lipidica esté relacionada ao processo de deterioracdo e perda de qualidade de
produtos, uma vez que contribuem na alteracdo de odor, cor e sabor de produtos. Os valores de
hidroperodxidos e de dienos conjugados sdo importantes parametros a serem determinados em 6leo e
gorduras, estes indicam a formacgéo de produtos da oxidagdo primaria. Diferentes métodos podem ser
aplicados para determinar a concentracao de hidroperéxidos na amostra. No entanto, o método por
colorimetria, que consiste na oxidacdo de ions férrico por hidroperdxidos, € considerado mais
sensivel, rapido e pode detectar concentragcdes muito baixas de hidroperéxidos (SHANTA; DECKER,
1994).

Os resultados de hidroperoxidos avaliados nas emulsdes de 6leo de soja estdo expostos na
Figura 16. Os resultados foram separados por periodo (0, 3, 6 e 9 dias) para avaliar as diferencas

somente entre os tratamentos em cada tempo, pelo teste acelerado em estufa a 40°C.
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realizado para cada tempo e comparado entre tratamentos (p<U,0b). Legendas = |1: Controle; 12: IBHQ
(100 mg.Kg?); T3: TBHQ (200 mg.Kg'); T4: Microparticula de goma arabica (100 mg.kg'?; T5:
Microparticula de goma arabica (200 mg.kq’l); T6: Microparticula de maltodextrina (100 mg.kg™); T7:
Microparticula de maltodextrina (200 mg.kg™); T8: Microparticula de goma arabica + Microparticula de
maltodextrina (50 mg.kg® + 50 mg.kg™); T9: Microparticula de goma ardbica + Microparticula de
maltodextrina (100 mg.kg™ + 100 mg.kg™); T10: Goma arabica (100 mg.kg™); T11: Goma arabica (200
mg.kg™); T12: Maltodextrina (100 mg.kg™); T13: Maltodextrina (200 mg.kg™); T14: Extrato (100 mg.kg™);
T15: Extrato (200 mg.Kg™).

Com os resultados demonstrados na Figura 16, observa-se a diferenca entre os tratamentos

e 0 aumento da oxidagdo ao longo do tempo. A goma arabica e a maltodextrina utilizadas no

processo de microencapsulacdo foram aplicadas a fim de avaliar se estes materiais influenciam o

processo oxidativo, visto que ha relatos que a goma arabica apresenta efeitos antioxidantes (KONG

et al., 2014). Ao final do teste acelerado (9°dia) foi observado que o tratamento controle e os

tratamentos somente com 0s materiais goma ardbica e maltodextrina mostraram teores de

hidroperéxidos superiores (11,40 a 17,62 mmol HP. kg™ 6leo) aos demais tratamentos, mostrando

gue os materiais encapsulantes foram ineficazes na inibicdo da oxidacao lipidica (p<0,05). Além

disso, pode ser observado elevada taxa de oxidagcdo nos tratamentos controle (T1), dos materiais e

do extrato liquido (T10 em diante) em relagdo aos tratamentos com o antioxidante sintético e com as

microparticulas, sendo estes Ultimos eficazes na inibicdo da oxidagdo, os quais apresentaram 0O

mesmo efeito protetor (p<0,05) ao final do periodo avaliado a 40°C.
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Apesar dos resultados para os tratamentos com microparticulas ndo apresentarem
diferencas significativas, os tratamentos de microparticulas de maltodextrina mostraram valores
maiores de hidroperoxidos em relacdo a goma ardbica e as mistura de microparticulas. A
microencapsulacao foi importante fator para a inibicdo da oxidacao lipidica, comparado com o extrato
(T14 e T15). O tratamento com o extrato liquido apresentou até o 3° dia valores proximos aos
tratamentos de microparticulas, mas no 6° e 9° dia estes valores foram superiores. Este efeito pode
estar relacionado tanto na protecdo aos compostos como também na liberacéo controlada ao meio,
favorecido pelo uso dos materiais encapsulantes, nesse caso a goma arabica e a maltodextrina, os
guais podem apresentar mecanismos de liberagdo térmicos, mecanicos ou por dissolucéao,
dependendo do meio inserido (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Estudo com extratos de residuos de acerola madura mostraram resultados promissores em
Oleo de soja, sendo que todos os extratos foram mais eficazes do que o antioxidante sintético BHT,
pelo menor indice de peréxido formado, mas em destaque para a aplicacdo de extratos etandlicos
(CAETANO et al., 2011). Taghvaei et al., (2014) avaliaram a estabilidade oxidativa de 6leo de soja a
110°C em diferentes tratamentos, com o extratos liquido de folhas de oliva e microparticulas do
mesmo extrato. Como resultado, observaram que a melhor estabilidade térmica foi dada para o
extrato microencapsulado com goma arabica, e 0 mesmo conferiu melhor prote¢cdo dos compostos
fendlicos do extrato. Este comportamento possivelmente ocorreu também no presente estudo.

Os dienos conjugados sao também indicadores da oxidagdo: enquanto ha a formacgéo de
hidroperoxidos, os dienos sdo produzidos por meio do rearranjo de duplas ligagcdes. O aumento da
absortividade indica a formag¢édo de produtos primarios da oxidacdo (WANASUNDARA; SHAHIDI;
JABLONSKI, 1995), o que determina o estado da oxidacdo de 6leos, bem como pode indicar a
efetividade de antioxidantes (IQBAL; BHANGER, 2007). Os resultados para a absortividade a 232

nm, correspondente a formacao de dienos, estdo expostos na Figura 17.
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Figura 17. Absorbancia especifica do UV 232nm em emulsdes de 6leo de soja durante teste acelerado em
estufa a 40°C realizado para cada tempo e comParado entre tratamentos (p<0,05). Legendas = Controle; T2:
TBHQ (100 mg.kg'l); T3: TBHQ (200 mg.kg™); T4: Microparticula de goma arabica (100 mg.kg'l); T5:
Microparticula de goma arabica (200 mg.kq’l); T6: Microparticula de maltodextrina (100 mg.kg'l); T7:
Microparticula de maltodextrina (200 mg.kg™); T8: Microparticula de goma arabica + Microparticula de
maltodextrina (50 mg.kg® + 50 mg.kg™); T9: Microparticula de goma ardbica + Microparticula de
maltodextrina (100 mg.kg™® + 100 mg.kg™); T10: Goma arabica (100 mg.kg™); T11: Goma arabica (200
mg.kg™h); T12: Maltodextrina (100 mg.kg™); T13: Maltodextrina (200 mg.kg™); T14: Extrato (100 mg.kg™);
T15: Extrato (200 mg.kg™).

Os resultados mostraram um pequeno aumento durante os dias de avaliagdo, sendo que os
maiores valores foram para o controle e para o tratamento com o material encapsulante goma arébica
(T10). Ao final do tempo avaliado (9°dia), os menores valores de absorbancia especifica foram dados
para os tratamentos de microparticulas de goma arabica, sendo que estes valores ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos com TBHQ (200 mg.kg™), microparticulas de
maltodextrina e a mistura de ambas microparticulas.

Autores indicam que a formacgdo de hidroperéxidos pode correlacionar com a formacéo de
dienos (VIEIRA; REGITANO-D’ARCE, 2001) o que pode ser observado no controle e o tratamento
T10, entretanto, ndo pode ser generalizado, pois a taxa de oxidacéo é diferente para cada tipo de
acido graxo poli-insaturado (JACKSON, 1981). Tanto os hidroperdxidos quanto os dienos conjugados
(absorbancia especifica) sdo produtos instaveis e podem ser oxidados a produtos secundarios, como
em compostos carbonilicos (SHAHIDI; ZONG, 2015). Dessa forma, o menor valor de absorbancia

especifica dado para os tratamentos T12, T13, T14 E T15, podem estar relacionados a rapida
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decomposicéo destes compostos, visto que apresentaram teores de hidroperoxidos (Figura 15) muito
préximos ao controle.

Segundo trabalho de Caetano et al. (2011), extratos hidroalcodlicos (125 ppm) de residuos
de acerola resultaram em baixas concentracbes de dienos conjugados em O6leo de soja, sendo
encontrados valores superiores para controle, com a adicao de acido ascérbico e de BHT (ambos a
200 ppm).

A oxidagdo lipidica e o uso de antioxidantes relacionam-se a polaridade dos compostos.
Segundo McClements e Decker (2000), antioxidantes polares em emulsdes 6leo em &agua
apresentam baixa efetividade, pois os antioxidantes polares estdo na camada aquosa da emulséo e
ndo da parte lipidica, onde ha maior suscetibilidade a oxidac&o. Por outro lado, o uso de materiais
emulsificantes (goma arabica e amidos), utilizados no presente estudo como agentes encapsulantes,
apresentam estruturas polares a apolares que podem contribuir na inibicdo da oxidacéo lipidica, por
separar o substrato de reagéo da fase continua, e impedindo também a a¢&o de pré-oxidantes.

O uso de um extrato com elevado teor de acido ascérbico também pode ter contribuido com
os resultados obtidos, uma vez que este possui a capacidade de regenerar moléculas antioxidantes,
atuar como sinergista, atuar na captura de radicais livres e quelar agentes pré-oxidantes, como
oxigénio e metais dissolvidos na fase aquosa, reduzindo a velocidade da reacé@o de oxidacao lipidica
(REISHE; LILLIARD; EITENMILLER, 2002). No entanto, como o acido ascorbico € um composto
instavel, a microencapsula¢éo pode ter contribuido com sua estabilidade durante o tempo avaliado
em estufa (UDDIN; HAWLADER; ZHU, 2001), ao contrario do extrato liquido aplicado (Figura 15).

Diante do exposto, é provavel que o uso dos materiais emulsificantes para a
microencapsulacdo possa ter contribuido com a interagdo do material e os compostos antioxidantes
(compostos mais hidrofilicos presentes no extrato) entre as fases continua e dispersa, além de
propiciar a estabilidade dos compostos e a liberagdo controlada ao meio (FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008).

5.4.1.2. indice de cremeac&o

O indice de cremeacdo é um valor determinado para avaliar a estabilidade fisica das
emulsdes, que indica a extensdo da agregacdo das goticulas em uma emulsdo (KULMYRZAEV;
CHANAMAI; MCCLEMENTS, 2000). Os indices de cremeacdo determinados para os tratamentos
estdo expostos na Figura 18.
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Figura 18. indice de cremea(;ao das emulsées submetldas ao teste acelerado a 40°C. Legendas = T1: Controle
T2: TBHQ (100 mg.kg™); T3: TBHQ (200 mg. kg '); T4: Microparticula de goma arabica (100 mg. kg Y T5:
Microparticula de goma arabica (200 mg.kg™); T6: Microparticula de maltodextrina (100 mg.kg™); T7:
Microparticula de maltodextrlna (200 mag. kg ); T8: Microparticula de goma ardbica + Microparticula de
maltodextrina (50 mg.kg™ + 50 mg.kg ) T9: Microparticula de goma arablca + Microparticula de
maltodextrma (100 mg.kg™ + 100 mg. kg !); T10: Goma arabica (100 mg. kg !); T11: Goma arabica (200
mg.kg ) T12: Maltodextrlna (200 mg.kg’ ) T13: Maltodextrina (200 mg.kg ) T14: Extrato (100 mg.kg )
T15: Extrato (200 mg.kg™).

Durante o armazenamento em estufa a 40°C, foi observado o aumento da cremeacgdo em
todos os tratamentos. Os tratamentos com a mistura das microparticulas (T9) no 9° apresentou a
menor cremeagdo, o que pode estar relacionada a combinacao dos encapsulantes goma ardbica e
maltodextrina, pois estes podem apresentar caracteristicas emulsificantes. Destaca-se que a
cremeacao foi mais rapida para o tratamento com extrato (T14), mas que foi diferente somente dos
tratamentos T12, T13, T2 e T9 (P<0,05), ndo diferindo dos demais. Segundo autores (KARGAR et al.,
2012), a alteracdo de pH pode contribuir com a separa¢édo das emulsfes. Dessa forma, a adicdo do
extrato aquoso nas emulsdes pode ter contribuido com essa alteragdo do pH do meio e
consequentemente maior separagdo, ao contrario das misturas de microparticulas que podem ter
apresentado a liberac&o controlada ao meio.

No presente trabalho observa-se baixa estabilidade das emulsbes durante o
armazenamento, o que pode também ser relacionado ao uso de estufa a 40°C. Roland et al. (2003)
observaram que altas temperaturas e a baixa concentracdo de surfactantes adicionados sdo os
principais fatores que contribuem com a redugéo da estabilidade de emulsdes. Além disso, autores
avaliaram que a adicdo de polimeros em emulsbes e o armazenamento com temperaturas de
aquecimento podem contribuir com a coalescéncia, visto que estes podem perder a capacidade como
emulsificante (FLOURY et al., 2003). Muitos trabalhos avaliam a estabilidade das emulsfes (IC) e
mostram que a estabilidade fisica pode estar relacionada a diferentes fatores como a concentracéo
de Oleo e surfactantes, temperatura, pH e concentracdo de sais no meio (SUN; GUNASEKARAN,
2009; KARGAR et al., 2012), o que deve se estudado para cada tipo de emulsdo e diferentes
condicdes.
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5.5. Conclusdes

Na avaliacdo da oxidacdo lipidica, foi possivel concluir que os tratamentos com
microparticulas apresentaram efeito protetor significativo e semelhante ao antioxidante sintético
(TBHQ), tanto nas doses de 100 e 200 mg.kg™. No entanto, destaca-se o efeito protetor dado as
microparticulas de goma arabica e a mistura de microparticulas (200 mg.kg™), que permitiram a
manutencao de baixos teores de hidroperéxidos, dienos conjugados e baixo indice de cremeacéo das
emulsBes submetidas a 9 dias de teste acelerado, em relacdo ao demais tratamentos. Dessa forma, a

microencapsulacao foi um fator determinante para atuar como antioxidante em emulsdes modelos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel concluir que a otimizacéo foi essencial para a obtencéo dos extratos com maior
atividade antioxidante, tanto de frutos maduros quanto de frutos verdes. Extratos de frutos verdes
destacam-se por sua elevada atividade antioxidante in vitro, teor de compostos fendlicos totais e
concentracao de acido ascérbico e compostos fendlicos.

As microparticulas obtidas a partir dos extratos de frutos verdes de acerola, com materiais
encapsulantes goma arabica e maltodextrina, apresentaram caracteristicas tecnolégicas adequadas
para aplicacdo em alimentos de base lipidica. Microparticulas com goma arabica destacam-se pelo
elevado rendimento de processo e maior protecdo da atividade antioxidante. Essa protecdo garantiu
resultados promissores na aplicagdo em emulsdo e avaliacdo da estabilidade oxidativa. As
microparticulas de goma arabica, bem como a mistura de microparticulas apresentaram efeito
protetor significativo e semelhante ao antioxidante sintético (TBHQ).

Diante dessas consideracdes o extrato microencapsulado produzido a partir de extratos de
frutos verdes de acerola apresentou 6timos resultados, mostrando resultados promissores para a
aplicacdo como um aditivo. Apesar disso, deve ser ressaltado a importancia de estudos que avaliem
a eficacia em diferentes condicbes e modelos de emulsBes, bem como a estabilidade das
microparticulas em periodos longos de armazenamento e o0 possivel impacto sensorial de sua

aplicacéo.



86



ANEXO
ANEXO A — CERTIFICADO DE ETICA AMBIENTAL NA PESQUISA (CEAP)

/
l COMISSAO DE ETICA AMBIENTAL NA PESQUISA - ESALQ/USP

PARECER

Projeto intitulado: “Aplicacao de extratos de acerola (Malpighia Emarginata) em emulsGes
lipidicas”, de responsabilidade da Prof2 Thais Maria Ferreira de Souza Vieira , analisado pela
Comissdo de Etica Ambiental na Pesquisa — ESALQ/USP, em sua 62 Reunido Ordinaria, realizada
em 15 de agosto de 2017, esta de acordo com os principios éticos ambientais adotados das leis
e decretos complementares (Lei 6.894/80, Lei 7.803/89, Lei 9.985/00, Lei 9.974/00, Decreto
99.556/90, Decreto 4.340/02, Instru¢do Normativa 169/2008, ABNT/NBR 10004:2004, Resolugao
ANVISA RDC 306/2004, Resolugdo 358/05) acrescida dos dispositivos e alteragdes, bem como os

demais decretos e instru¢des normativas relativas aos assuntos ambientais pertinentes.

Piracicaba, 15 de agosto de 2017.

A

{U.f,c \\f}!\

Prof. b\r. Fabio Tebaldi Si/{ueira Nogueira
Pre\sidjnte da CEAP 1{ ESALQ/USP

Este parecer exclui demais aspectos éticos que envolvam a utilizagdo de animais de laboratério ou seres humanos, os quais sdo
de competéncia das Comissdes de Etica em Pesquisa com Animais e de Seres Humanos, respectivamente.
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