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RESUMO

NATALIA, C. S. Extracgao assistida por ultrassom de compostos fendlicos de residuos da
polpa de acerola: encapsulacdo em nanoparticulas de quitosana e aplicacdo como
cobertura ativa de goiabas. 2020. 103p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2020.

Os residuos obtidos ap6s o processamento da polpa de acerola ainda podem conter altos niveis
de compostos ativos. No entanto, os compostos sdo instaveis sob varias condicdes e o
encapsulamento pode ser uma alternativa para superar estes problemas e reaproveita-los. Uma
das aplicacGes para compostos ativos encapsulados é o uso como coberturas ativas para goiabas,
uma fruta de alta perecibilidade cujos danos fisiol6gicos aparecem em um curto intervalo de
tempo no periodo pos-colheita. Para simplificar a producdo de nanoparticulas de quitosana
como sistema encapsulante de compostos ativos, o primeiro objetivo deste estudo foi investigar
a extracdo dos compostos ativos do residuo da acerola diretamente na suspensao de quitosana
(3,88 mg/mL de &cido acético 1%) usando Delineamento Central Composto Rotacional 22,
sendo as duas variaveis independentes: massa inicial de residuo umido (g) e tempo de extracédo
assistida por ultrassom de ponteira (min). A condicdo Gtima para extracdo de compostos
fendlicos totais (412,3 de &acido galico/100 g de residuo Umido) foi de 3,00 g de residuo
Uumido/50 mL de suspensdo de quitosana e tempo de extracdo de 10 minutos. O extrato de
quitosana com ativos foi submetido a gelificacdo i6nica com tripolifosfato de sédio. As
particulas carregadas apresentaram eficiéncia de encapsulacéo de 52% com 295 nm e potencial
Zeta de +27,4 mV. As particulas mantiveram a quantidade de compostos fenolicos por um
periodo de 18 dias (37% de eficiéncia de encapsulacéo). A espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier confirmou as interag@es i6nicas formadas entre 0s grupos aminos
positivos da quitosana e os ions fosfato negativos do tripolifosfato de so6dio. A analise
termogravimétrica indicou uma melhor estabilidade térmica do sistema encapsulado em
comparagdo com as particulas vazias. A suspensao de nanoparticulas carregadas com ativos foi
aplicada em goiabas e a cobertura forneceu uma barreira semipermeavel que manteve a
pigmentacdo verde da fruta por mais tempo. Foi possivel observar, visualmente, uma menor
deterioracdo externa e um retardo no amadurecimento, que resultou em uma maior firmeza
(17,09 N) ao final de 15 dias de armazenamento. Este estudo foi importante para viabilizar o

aproveitamento de residuos da industria alimenticia, simplificar a producdo de nanoparticulas



de quitosana com ativos e demonstrar uma potencial aplicacéo destas particulas. No que tange
a aplicacdo, novos estudos deverdo ser realizados com diferentes concentragdes de particulas

para melhorar a formacao da camada de barreira nas frutas.

Palavras-chave: compostos fendlicos totais; nanoencapsulagdo; quitosana; coberturas ativas;
goiaba.



ABSTRACT

NATALIA, C. S. Ultrasonic assisted extraction of phenolic compounds from acerola pulp
residues: encapsulation in chitosan nanoparticles and application as active coating of
guavas. 2020. 103p. Dissertation (Master) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2020.

Residues obtained after the processing of acerola pulp may still contain high levels of active
compounds. However, the compounds are unstable under various conditions and encapsulation
can be an alternative to overcome these problems and reuse them. One of the applications for
encapsulated active compounds is the use as active coatings for guavas, a high perishability
fruit whose physiological damage appears in a short period of time in the post-harvest period.
To simplify the production of chitosan nanoparticles as encapsulating system of active
compounds, the first objective of this study was to investigate the extraction of active
compounds from acerola residue directly in chitosan solution (3.88 mg/mL of 1% acetic acid)
using the Rotational Central Composite Design 22, the two variables being independent: initial
wet residue mass (g) and tip ultrasound assisted extraction time (min). The optimal condition
for extraction of total phenolic compounds (412.3 g of gallic acid/100 g of wet residue) was
3.00 g of wet residue/50 mL chitosan solution and extraction time of 10 minutes. Chitosan
extract with actives was submitted to ionic gelation with sodium tripolyphosphate. The charged
particles presented encapsulation efficiency of 52% with 295 nm and Zeta potential of +27.4
mV. The particles maintained the amount of phenolic compounds for a period of 15 days
(encapsulation efficiency of 37%). Fourier Transform Infrared spectroscopy confirmed the
ionic interactions formed between the positive amino groups of chitosan and the negative
phosphate ions of sodium tripolyphosphate. Thermogravimetric analysis indicated better
thermal stability of the encapsulated system compared to empty particles. The suspension of
active nanoparticles was applied to guavas and the coating provided a semi-permeable barrier
that kept the fruit green pigmentation for longer. It was possible to observe, visually, a lower
external deterioration and a delay in ripening, which resulted in a greater firmness (17.09 N) at
the end of 15 days of storage. This study was important to enable the exploitation of food
industry residues, simplify the production of chitosan nanoparticles with assets and demonstrate

a potential application of these particles. As regards application, further studies should be



carried out with different concentrations of particles to improve the formation of the barrier

layer in fruit.

Keywords: total phenolic compounds; nanoencapsulation; chitosan; active coatings; guava.
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1 INTRODUCAO

O processamento de alimentos é amplamente utilizado para aumentar a vida Util dos
produtos e garantir a qualidade nutricional e sensorial (RAMASWANY; MARCOTTE, 2005).
Frutas e hortalicas, por exemplo, sdo altamente pereciveis (alguns dias ou semanas) e exigem
processamento para atender melhor a demanda global. Apesar do processamento dos alimentos
ser uma alternativa viavel para o aproveitamento e combate ao desperdicio, um grande volume
de residuos ou subprodutos alimentares, que nao fazem parte da dieta da popula¢éo, sdo gerados
no processo (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018; TONINI; ALBIZZATI; ASTRUP, 2018). Uma
pesquisa realizada pela FAO revelou que 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos sdo anualmente
desperdicados ou perdidos em todo o mundo, 0 que representa cerca de um terco de toda a
producéo para consumo humano. Cerca de 40% das perdas correspondem a residuos gerados
durante os periodos de processamento e pés-colheita (KUMAR et al., 2017). Os residuos
alimentares descartados no processo fabril compreendem essencialmente caules, cascas,
carocos e sementes, que contém altos teores de macro e micronutrientes e podem ser utilizados
para aplicacdo em diferentes produtos como uma alternativa de aproveitamento e de diminuicao
da geracdo de residuos (CARRILLO-NIEVES et al., 2019; SUN et al., 2004).

A acerola (Malpighia emarginata) é um exemplo de fruta cujo processamento é uma
alternativa para o aproveitamento, ja que apresenta uma grande porc¢do de polpa comestivel e
alta perecibilidade. Até 2002, estimava-se que, no Brasil, cerca de 34 mil toneladas de acerola
fossem processadas por ano para a producdo de alimentos comercializados (como polpas,
geleias, sorvetes, sucos, bebidas alcdolicas, entre outros) (ALDRIGUE, 2002). Apos o
processamento, sementes e cascas sdo descartadas e correspondem a cerca de 15 a 41% da
acerola processada (AGUIAR et al., 2010). Os residuos ainda apresentam consideraveis teores
de compostos essenciais para a alimentacdo humana, tais como: proteinas, fibras, carboidratos,
vitamina C, compostos fendlicos totais (CFT) e antocianinas (NASCIMENTO et al., 2019;
REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017; SANCHO et al., 2015).

Os compostos ativos ainda presentes no residuo do processamento da polpa da acerola
podem ser extraidos por diferentes técnicas, variando os meios (como etanol, metanol, 4gua) e
métodos (como trituracdo, equipamentos ultrassonicos) de extracdo a fim de dosar a maior
quantidade possivel de componentes (NASCIMENTO et al., 2019; REZENDE; NOGUEIRA,;
NARAIN, 2017; SANCHO et al., 2015). No entanto, ap0s a extracdo, 0 uso dos compostos

ativos naturais na industria de alimentos é limitado devido ao seu alto potencial de degradacéo.
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Uma forma de preservar a atividade dos compostos ativos é atraves de técnicas de
encapsulacdo que mantém as caracteristicas do composto encapsulado e, consequentemente,
permite a sua posterior aplicacdo (FATHI; MARTIN; MCCLEMENTS, 2014; FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). Uma técnica de encapsulacdo cuja eficacia ja foi
comprovada e que é satisfatoriamente empregada em alimentos é a gelificacdo idnica. A
utilizacdo de quitosana e tripolifosfato de sodio (TPP) neste processo tem atraido consideravel
atencdo na producéo de nanoparticulas de quitosana. Os grupos aminos protonados da quitosana
(positivamente carregados) interagem com os grupos fosfatos do TPP (negativamente
carregados). A partir do entrecruzamento das cargas opostas destes dois compostos ocorre a
gelificacdo, ou seja, a formacdo de compositos de estruturas gelatinosas com elevada area
superficial (BRITTO et al., 2012; FAN et al., 2012). A eficiéncia do método para a producéo
de um material de refor¢o e para a encapsulacdo de nutrientes, como vitaminas sintéticas, ja €
comprovada (BRITTO et al., 2014; BRITTO et al., 2012).

Para alimentos, suspensdes de nanoparticulas de quitosana carregadas com compostos
ativos podem ser utilizadas como coberturas, um método de potencial para proteger e aumentar
a vida atil do produto, como frutas e hortalicas (ARAUJO; SHIRALI, 2016; BRITTO et al.,
2014; CHIEN; SHEU; YANG, 2009). Goiabas (Psidium guajava) sdo frutas de alta taxa
respiratdria e rapido amadurecimento. As mudancas fisiologicas limitam a comercializacdo de
frutas frescas. Uma alternativa para evitar 0 excessivo contato com 0 meio e proteger as
caracteristicas fisioldgicas e sensoriais da goiaba € através da aplicacdo de coberturas a base de
nanoparticulas de quitosana (ARROYO et al., 2019; NAIR; SAXENA; KAURB, 2018).

Assim, este estudo teve duas hipoteses: (i) a possibilidade de extrair compostos ativos a
partir de residuos obtidos ap6s o processamento da polpa de acerola, utilizando suspenséo de
quitosana e ultrassom de ponteira, para posterior encapsulagéo pela técnica de gelificacdo ibnica
com TPP e (ii) a utilizacdo de coberturas a base de nanoparticulas de quitosana carregadas com

compostos ativos para aumentar a vida Util de goiabas frescas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi aproveitar o residuo da polpa de acerola para a extragdo
de compostos ativos em suspenséo de quitosana assistida por ultrassom de ponteira e encapsular
0s compostos pelo sistema de gelificacdo ibnica. Em seguida, a suspensdo de nanoparticulas
carregadas com ativos foi aplicada como cobertura em goiabas, a fim de aumentar seu tempo

de vida util.

2.2 Objetivos especificos

Com base no objetivo geral, os objetivos especificos estdo discriminados a seguir:

I) Quantificar os compostos ativos (vitamina C, antocianinas e compostos fendlicos
totais) do residuo (Umido e seco) da polpa de acerola;

I1) Estudar a extragcdo de compostos ativos em suspensédo de quitosana e estabelecer uma
condicdo Gtima (com base na quantidade de residuo e tempo de extracdo por ultrassom de
ponteira) para a obtencdo do extrato de quitosana com ativos;

I11) Utilizar o extrato de quitosana com ativos para producdo de nanoparticulas por
gelificagdo ibnica e caracterizar as nanoparticulas;

IV) Aplicar a suspensdo de nanoparticulas de ativos como cobertura ativa para goiabas

frescas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consideragdes gerais sobre a acerola

A acerola (Malpighia emarginata) € uma fruta nativa das Antilhas, América Central e
norte da América do Sul, pertencente a familia Malpighiaceae (MAIA et al., 2007;
CARVALHO et al., 2000). Devido a boa adaptacéo, facil cultivo e composicéo nutricional, a
acerola dispersou-se para outras regides do mundo, sendo cultivada por varios paises de
ecossistemas tropicais e subtropicais, com destaque para o Brasil, Porto Rico, Cuba e Estados
Unidos (COELHO et al., 2003; QUEIROZ; GOEDERT; RAMOS, 1999). Na Figura 1, a fruta

in natura é apresentada.

Figura 1 - Acerola in natura.

Fonte: Autoria propria.

No Brasil, a acerola foi introduzida na década de 1950, no estado de Pernambuco, mas
apenas a partir da década de 1990, com o aumento da demanda pelos mercados nacional e
internacional, a fruta ganhou destaque no cenario econdmico brasileiro. Em 1997, a area
plantada ultrapassava sete mil hectares e o Brasil se tornou 0 maior produtor mundial, posi¢ao
ocupada até hoje (ABREU et al., 2020; CARVALHO et al., 2000; QUEIROZ; GOEDERT,
RAMOS, 1999). A producéo de acerola ¢ atribuida a diversos estados brasileiros, entre os quais
destacam-se Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco e Sdo Paulo, responsaveis por mais de 60% da
producdo nacional (NASSER et al., 2018; FURLANETO; NASSER, 2015).
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O sucesso econdmico da acerola esté relacionado ao seu facil cultivo, que € favorecido
pelo clima tropical, onde a aceroleira pode florescer e frutificar cerca de trés ou mais safras. A
frutificacdo leva de 21 a 25 dias para ser processada apds a maturagédo da flor (NEVES, 2007;
COELHO et al., 2003). Além do cultivo, a alta qualidade nutricional da acerola também foi um
ponto de destaque que popularizou a sua comercializagédo. Os macro e micronutrientes estéo

resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicgdo nutricional da acerola por 100 g de parte comestivel.

Agua (%) 90,5
Energia (kcal) 33
Carboidratos (g) 8
Fibras (g) 15
Proteinas (g) 0,9
Cinzas (g) 0,4
Lipideos 0,2
Potéassio (mg) 165
Magnésio (mg) 13
Calcio (mg) 13
Fésforo (mg) 9
Zinco (mg) 0,1
Ferro (mg) 0,2
Manganés (mg) 0,07
Cobre (mg) 0,07
Acido ascorbico (Vitamina C) (mg) 9414
Niacina (Vitamina B3) (mg) 1,38
Riboflavina (Vitamina B2) (mg) 0,04
Retinol (Vitamina A) (ug) 124

Fonte: NEPA — NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO. Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO). 42 ed. Campinas: NEPA — UNICAMP, 2011. p. 36-37.

A maior parte dos nutrientes da acerola séo encontrados na polpa da fruta. Seu mesocarpo
é normalmente constituido por trés carogos, podendo ou ndo conter sementes, enquanto a casca
é caracterizada por uma fina pelicula, cuja coloracédo varia conforme a maturacéo, de verde (no
estagio inicial) para vermelho (quando completamente madura) (LEMOS et al., 2019;
MALEGORI et al.,, 2017). A mudanca na pigmentacdo ao decorrer da maturacdo esta
relacionada as mudangas bioguimicas nas moléculas de seus compostos ativos, tais como as
vitaminas, ja destacadas na Tabela 1, e outros ativos dos grupos dos carotenos, antocianinas,
acidos fendlicos e flavonois (MALEGORI et al., 2017; MAIA et al, 2007).

Devido aos componentes de interesse para a alimentacdo humana, a acerola € muito
utilizada na fabricacdo de sorvetes, geleias, polpas, iogurtes, doces e bebidas alcdolicas. A

industrializacdo da fruta é também uma forma de evitar grandes perdas, ja que, apés a colheita,
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tem-se um prazo médio de apenas trés dias para o consumo da fruta fresca (SILVA et al., 2013;
AGUIAR et al., 2010).

3.2 Potencial nutricional do residuo agroindustrial de acerola

O processamento da acerola € facilitado pela grande quantidade de polpa comestivel da
fruta, que corresponde a 70-80% da sua massa. A porc¢ao restante ¢ atribuida a casca, carogos e
sementes da acerola, que compreendem aos residuos da fruta e que sdo descartados por ndo
fazerem parte da elaboracdo do produto final nem dos habitos alimentares da populagéo
(AGUIAR et al., 2010; GARMUS, 2009).

O residuo agroindustrial da polpa de acerola ainda contém nutrientes de interesse para a
alimentacdo humana. Um estudo feito por Sancho et al. (2015) comprovou que o residuo possui
importantes teores de macronutrientes e, portanto, pode ser aproveitado em conjunto com outros
produtos alimenticios para enriquecer a dieta de quem os consome. De acordo com o0s autores,
uma porc¢éo de 100 g do residuo contém cerca de 83,45 g de agua, 10,76 g de carboidratos, 3,59
g de lipideos, 1,65 g de proteinas e 0,55 g de cinzas.

Aguiar et al. (2010) utilizaram sementes desidratadas de acerola para a produgédo de
farinha. O material foi estudado quanto a sua composi¢do quimica e, em 100 g de farinha,
importantes teores de macro e micronutrientes foram obtidos, tais como: carboidratos (57,24
), proteinas (16,94 g), lipideos (3,2 g), fibras (26,54 g), ferro (37,23 mg), célcio (41,76 mg),
potassio (41,39 mg), magnésio (22,24 mg), manganés (0,74 mg), zinco (0,09 mg), fésforo (0,08
mq), cobre (0,15 ug) e vitamina C (66 mg).

Lima et al. (2014) e Aquino et al. (2010) também demonstraram o potencial de aplicacéo
de farinhas de residuos do processamento da polpa de acerola. Lima et al. (2014) produziram
uma farinha a base de cascas, carocos e sementes da acerola, que foi utilizada na formulagéo de
biscoitos. Os biscoitos apresentaram maior quantidade de fibras (20,2 g/100 g de biscoito) e
menor teor calorico (396,2 kcal) quando comparados aos biscoitos produzidos unicamente com
farinha de trigo (17,4 g/100 g de biscoito e 413,4 kcal), além de apresentar boa aceitabilidade
do publico. Aquino et al. (2010) utilizaram cascas e sementes de residuos da acerola para a
producdo de uma farinha utilizada na formulacdo de cookies. Os cookies apresentaram
consideravel aceitacdo sensorial do publico, além de um importante teor de vitamina C (2172,60
mg/100 g de cookies), componente que ndo é comumente encontrado em cookies comerciais.

Ao final do estudo, foi possivel concluir que a farinha de trigo pode ser substituida parcialmente
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pela farinha de residuo de acerola na producdo de cookies, viabilizando a agregacao de valor
nutricional do produto juntamente com o aproveitamento do residuo.

Estudos também demostraram que elevados teores de compostos antioxidantes sdo
encontrados no residuo do processamento da polpa de acerola. Sancho et al. (2015) estudaram
o0 potencial de aplicacdo como suplemento alimentar dos residuos de sete frutas (acerola, maca,
goiaba, manga, mamé&o, abacaxi e sapoti) em funcdo dos seus componentes ativos. Os autores
determinaram que, entre os residuos estudados, o de acerola foi 0 que mostrou ser a melhor
fonte de CFT (173,30 mg de &cido galico (AG)/100 g de residuo em base umida (b.u)), vitamina
C (170,73 mg/100 g de residuo (b.u)) e antocianinas (60,83 mg/100 g de residuo (b.u)).

Caetano et al. (2011) estudaram a capacidade antioxidante do residuo do processamento
da polpa de acerola. Os autores relataram uma boa atividade antioxidante para extratos
hidroetandlicos (1445 uM de Trolox equivalente (TE)/g de residuo em base seca (b.s)) e
hidrometanolicos (1145 uM de TE/g de residuo (b.s)) obtidos por extracdo sequencial. Altos
teores de compostos fendlicos também foram encontrados pelos autores, variando de 4856 a
20531 uM de catequina equivalente/L de solvente extrator, a depender do meio de extracao.

Os teores de componentes ativos também foram avaliados por Silva et al. (2014), que
estudaram a presenca dos compostos em polpas e residuos de 12 frutas tropicais. O residuo da
polpa de acerola apresentou o maior teor de antocianinas (245,90 g/100 g de residuo (b.s)) e 0
segundo maior teor de CFT (7265,29 g de AG/100 g de residuo (b.s)), menor apenas que 0
residuo da polpa de cereja (12696,03 g de AG/100 g de residuo (b.s)). O teor de antocianinas
encontrado para o residuo da polpa de acerola foi maior que o constatado para a prépria polpa
da fruta (144,27 g de AG/100 g de residuo (b.s)).

Os estudos demonstram que o residuo do processamento da polpa de acerola ndo s6 é
uma importante fonte de macronutrientes que tornam o seu uso interessante para 0 mercado,
mas também de vitamina C e compostos fitoquimicos, como as antocianinas e CFT, que podem

ser extraidos e utilizados pelas industrias alimenticias.

3.3 Extragdo de compostos ativos do residuo agroindustrial de acerola

A extracdo de compostos ativos do residuo da polpa de acerola ja foi estudada por
diversos autores variando os meios e métodos de obtencéo para dosar a maior quantidade de
componentes. Na Tabela 2, sdo apresentados os parametros de extragdo utilizados nos estudos
e os diferentes teores de CFT, vitamina C e antocianinas presentes no residuo da polpa de

acerola. Também estdo apresentados os teores de compostos ativos para a fruta fresca e para a
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polpa congelada para fins de comparagéo. Este levantamento foi realizado no intuito de destacar
o efeito dos parametros de extracdo e seu rendimento.



Tabela 2 - Teores de compostos fendlicos totais (CFT), vitamina C e antocianinas (em mg/100 g (b.u)) ja relatados na literatura.
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CFT!
7944,0 - 11317,0

Solvente de extracéo
Metanol 100%

Método de extragao
Ultrassom de ponteira

Método de analise*

Folin-Ciocalteau

Referéncia
DELVA; GOODRICH-
SCHNEIDER (2013)

Fresca 14892 Metanol 50% N&o especificado Folin-Denis FREIRE et al. (2013)
1063 Metanol 50% e acetona 70% Né&o especificado Folin-Ciocalteau RUFINO et al. (2011)
8050 — 10600 Sem solvente; anélise direta no Processador de alimentos Folin-Ciocalteau MEZADRI et al. (2008)
suco filtrado da fruta
722 — 39543 Etanol 80% Misturador magnético Folin-Ciocalteau LIMA et al. (2005)
Polpa 1079 Metanol 50% Evaporacao parcial do Folin-Denis FREIRE et al. (2013)
congelada o solvente . .
4520 - 7510 Sem solvente; andlise direta no Processador de alimentos Folin-Ciocalteau MEZADRI et al. (2008)
suco filtrado
1130 Etanol 46,5% Banho de ultrassom Folin-Ciocalteau REZENDE; NOGUEIRA;
NARAIN (2017)
130,30 Etanol 50% Nao especificado Folin-Ciocalteau SANCHO et al. (2015)
Residuo 279,99 Etanol 20% Agitador magnético Folin-Ciocalteau SOUSA; VIEIRA; LIMA
(2011)
247,62 Agua Agitador magnético Folin-Ciocalteau SOUSA; VIEIRA; LIMA
(2011)
Vitamina C Solvente de extracéo Método de extragéo Método de analise Referéncia
470,0-1744,0 Metanol 100% e fosfato de potassio  Ultrassom de ponteira Cromatografia DELVA; GOODRICH-
monobasico (pH 2,4) Liquida (CL) SCHNEIDER (2013)
1457,69 Metanol 50% Evaporacéo parcial do CL FREIRE et al. (2013)
solvente
478 - 904 Acido metafosforico 3% Processador de alimentos CL MEZADRI et al. (2008)
Fresca 2294,53 Acido metafosforico, acido acético, Micro-homogeneizador CL CARDOSO et al. (2011)
acido sulfurico e EDTA
750 — 1678 Sem solvente; andlise direta no Néo especificado Andlise titulométrica MACIEL et al. (2010)
suco filtrado da fruta
1357,0 Metanol 50% e acetona 70% N&o especificado Anédlise titulométrica RUFINO et al. (2010)
824 — 145 Acido metafosforico 3% Processador de alimentos CL MEZADRI et al. (2008)
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778,1 Metanol 50% Evaporacao parcial do CL FREIRE et al. (2013)
Polpa solvente
congelada 478 — 904 Acido metafosforico 3% Compressdo (em processador CL MEZADRI et al. (2008)
de alimentos)
1466,0 Acido oxalico 0,5% Né&o especificado Espectroscopia no NASCIMENTO et al.
Ultravioleta-Visivel  (2019)
(UV-Vis)
Residuo 408 Acido oxalico 2% Banho de ultrassom Andlise titulométrica REZENDE; NOGUEIRA;
NARAIN (2017)
170,73 Acido oxalico 0,5% Homogeneizagdo ndo Anadlise titulométrica SANCHO et al. (2015)
especificada
730,0—939,0 Sem solvente; andlise direta no Né&o especificado Andlise titulométrica BRAGA et al. (2011)
suco filtrado da fruta
Antocianinas Solvente de extracio Método de extracdo Método de analise Referéncia
4,35-14,93 Sem solvente; analise direta no Nao especificado Meétodo diferencial MACIEL et al. (2010)
suco filtrado da fruta de pH
18,9 Metanol 50% e acetona 70% Né&o especificado Meétodo diferencial RUFINO et al. (2010)
de pH
Fresca 46,9 -52,3 Acetonitrila e 4cido acético 4% Processador de alimentos Meétodo diferencial MEZADRI et al. (2008)
de pH
37,5 Metanol acidificado com acido Evaporacao parcial CL VENDRAMINI; TRUGO
citrico 0,1% (2004)
27,0 -28,2 Acetonitrila e 4cido acético 4% Processador de alimentos Meétodo diferencial MEZADRI et al. (2008)
Polpa de pH
congelada 3,18 - 59,74 Etanol acidificado com &cido Lavagens sucessivas com a Medida direta em LIMA et al. (2003)
cloridrico 1,5N solucéo extratora UV-Vis
Residuo 16,9 Etanol 46,5% acidificado com Banho de ultrassom Medida direta em REZENDE; NOGUEIRA;
4cido cloridrico 2M (pH 2) UV-Vis NARAIN (2017)
60,83 Etanol acidificado com &cido N&o especificado Medida direta em SANCHO et al. (2015)

cloridrico 0,1%

UV-Vis

!: todos os CFT foram expresso em mg de AG/100 g de amostra, com excec¢des: 2 expresso em mg de acido tanico/100 g de amostra e 3 expresso em mg de catequina/100 g de

amostra.

4: todos os métodos de andlises para CFT utilizaram UV-Vis para caracterizagio.

Fonte: Autoria propria.
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De forma geral, a composicao da fruta, incluindo o teor de compostos ativos, depende de
alguns fatores, tais como: condigdes climaticas, tratamento da cultura, localizagdo geogréfica,
aplicacdo de pesticidas, estagio de maturacdo, tipo de processamento e condicGes de
armazenamento (SILVA et al., 2014; MEZADRI et al., 2008). Pode-se observar na Tabela 2
que o tipo de solvente e procedimento de extragdo influenciam diretamente na obtencdo do
composto ativo. O método de andlise para quantificacdo também é um interferente, ja que
alguns protocolos e equipamentos sdo mais sensiveis do que outros.

De acordo com Pérez-Jimenez et al. (2008), a extracdo de compostos ativos €
normalmente realizada em alimentos com o uso de solventes orgénicos, tais como metanol,
etanol e acetona. No entanto, ndo existe um solvente universal, que seja capaz de extrair 0s
compostos ativos ou antioxidantes em sua totalidade, especialmente quando o material estudado
estd associado a macronutrientes, como gorduras e proteinas, como no residuo do
processamento da polpa de acerola. Assim, a quantidade de compostos extraida esta relacionada
as interacdes que ocorrem entre 0s compostos de interesse e o solvente. Portanto, é possivel que
guantidades consideraveis de compostos antioxidantes, ainda presentes em uma determinada
matriz, ndo sejam identificadas com apenas um meio de extracao.

A metodologia de extracdo é outro fator que deve ser levado em consideracdo. Quanto
maior o contato entre a matriz e 0 meio, mais efetiva é a extracdo, ou seja, maior quantidade de
compostos extraidos no menor tempo, evitando possiveis degradacdes dos compostos (LIAZID
et al., 2007). Uma técnica que vem se mostrando viavel na obtencdo de compostos ativos de
produtos naturais e chamando a aten¢do do ponto de vista industrial é a extracdo assistida por
ultrassom. A técnica é caracterizada pela emissdo de micro-ondas de alta frequéncia que causam
a ruptura do tecido da matriz e melhora a liberacdo de substancias intracelulares no solvente.
Como resultado, as extracdes apresentam altos rendimentos em poucos minutos e com grande
reprodutibilidade, o que simplifica a manipulacéo e o processamento (CHEMAT et al., 2017,
GOULA et al.,, 2017; PANIWNYK et al., 2017). Um tipo de equipamento ultrassonico
comumente utilizado e ja muito conhecido é sob a forma de um banho ultrassénico, em que as
amostras sdo inseridas em um banho com &gua pela qual percorrem as micro-ondas geradas em
diferentes frequéncias (PANIWNYK et al., 2017; REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017).
No entanto, ha outros equipamentos ultrassénicos ja disponiveis que se mostram ainda mais
potentes que os tradicionais banhos, como as sondas ultrassénicas ou ultrassons de ponteira,
gue possuem uma espécie de ponteira que permite o contato direto com a amostra e evita perda
de energia (SUKOR et al., 2019; PANIWNYK et al., 2017).



27

Recentemente, Sukor et al. (2019) estudaram a extracdo de compostos fendlicos de galhas
de carvalho utilizando banho ultrassénico e ultrassom de ponteira, nas mesmas condic¢des de
meio e tempo de extracdo. Os autores comprovaram a eficacia de extracdo utilizando o
ultrassom de ponteira, ja que a somatoria de todos os compostos fenolicos estudados chegou a
1865,96 mg/g de amostra quando este equipamento foi utilizado, enquanto o maximo obtido
utilizando banho ultrassénico foi de 997,57 mg/g de amostra. Salehan, Sulaiman e Ajit et al.
(2016) também comprovaram que a extracdo assistida por ultrassom de ponteira acelerou o
processo de obtencdo de CFT extraidos de uma planta natural do sudeste asiatico (Labisia
pumila). Cerca de 1845,863 mg de AG/kg de amostra foram obtidos a 50 °C em 6 horas de
extracdo, enquanto que, pelo método utilizando banho, a mesma quantidade so foi atingida a
80 °C com 8 horas de extracao.

Tendo em vista os altos teores de CFT, vitamina C e antocianinas no residuo da polpa de
acerola (Tabela 2) e a eficiéncia do método de extracdo por ultrassom de ponteira ja
comprovado para outras espécies vegetais, a extracdo destes compostos associada a esta
promissora metodologia de extracdo pode ser uma alternativa de aproveitamento sustentavel do
residuo. Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos que otimizem a extracdo de compostos

ativos do residuo da polpa acerola utilizando ultrassom de ponteira.

3.4 Propriedades antioxidantes e degradagdo de compostos ativos naturais

A capacidade antioxidante dos alimentos vegetais é decorrente da agdo conjunta e
cumulativa de uma grande variedade de compostos ativos, tais como CFT, antocianinas,
carotenoides, vitaminas C e E e minerais. Sendo assim, a quantificacdo destes componentes é
uma forma de avaliar o potencial antioxidante de uma determinada espécie (HOU et al., 2013;
PEREZ-JIMENEZ, et al., 2008; KARAKAYA et al., 2004).

De forma geral, os compostos ativos e antioxidantes desempenham um papel importante
na prevencao de doencas. Estudos anteriores jA comprovaram que a queda nas taxas de doencas
cardiacas, cancer, cataratas, disfungdo imunologica e derrame esta associada a uma boa
alimentacdo a base de frutas, legumes e hortaligas, principais fontes de compostos ativos
(PARR; BOLWELL, 2000; STEINMETZ; POTTER, 1996).

Uma serie de estudos demonstraram que a grande classe de CFT (na qual as antocianinas
estdo inseridas) tem maultiplos efeitos bioldgicos para os seres humanos, como atividades anti-
inflamatorias e prevencgéo de doencas cardiovasculares, aumento da pressao e dilatacdo arterial,
certos tipos de cancer e distarbios neurodegenerativos (AGUILERA; MARTIN-CABREJAS;
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MEJIA, 2015; KARAKAYA et al., 2004; PARR; BOLWELL, 2000). Um estudo clinico
realizado por Bettuzzi et al. (2006) utilizou cépsulas de compostos fendlicos do ché verde para
protecao contra o cancer e foi observada uma diminui¢do no numero de diagnosticos da doenca.
Pérez-Sanches et al. (2014) estudaram o efeito do consumo de compostos fendlicos
provenientes do extrato de alecrim na prevencao contra absorcédo de raios ultravioleta, principal
causa do cancer de pele. O estudo mostrou que, em individuos que consumiram este extrato via
oral, as células da pele que absorvem a radiacdo sobreviveram por mais tempo. Para a vitamina
C, estudos também demonstram sua eficacia na reducao do risco de doencas cardiovasculares,
cataratas, diabetes, mal de Alzheimer, cancer, prevencdo ao escorbuto, acidente vascular
cerebral e complicagdes gestacionais (BAIERLE et al., 2012; ROSA et al., 2007).

Apesar do efeito benéfico dos compostos ativos na saide humana, o seu uso € limitado
devido ao alto potencial de degradacéo em funcao dos parametros de processos utilizados, como
temperatura, luz, oxigénio, dentre outros. Liazid et al. (2007) estudaram a estabilidade de 22
compostos fendlicos presentes na pele e sementes de uvas. Os autores identificaram que a
extracao assistida por micro-ondas foi possivel a 100 °C por 20 minutos, no entanto, a partir
desta temperatura, uma consideravel degradacdo foi observada para todos 0s compostos
fendlicos estudados, que degradaram mais ou menos a depender da sua estrutura molecular.
Santos et al. (2017) estudaram a estabilidade de compostos fendélicos em fungédo do pH. Neste
caso, a quantidade de compostos fendlicos no subproduto, extrato e microcapsula de amora foi
constante até o pH 5, a partir do qual comecou a diminuir.

O pH também mostrou ser um parametro de interferéncia na estabilidade de antocianinas.
Hou et al. (2013) estudaram a estabilidade de antocianinas extraidas do arroz preto variando os
valores de pH de 1 a 6 e relataram uma diminuicdo na estabilidade conforme o pH era
aumentado. Lima et al. (2003) estudaram a taxa de degradacdo das antocianinas em polpas de
acerolas congeladas, sendo as frutas colhidas de 12 aceroleiras diferentes. Uma queda entre
3,4% a 23,6% no teor das antocianinas ao longo de seis meses de armazenamento foi relatada.
Segundo os autores, o congelamento a -18 °C colaborou para uma menor perda destes
compostos, mas ndo evitou totalmente, pois as reacdes metabolicas sdo reduzidas, e néo
inibidas, a baixas temperaturas.

O controle do pH e da temperatura também ¢é importante para a estabiliza¢do da vitamina
C. Segundo Rosa et al. (2007), em pH neutro e a 37 °C, o &cido ascérbico (comumente chamado
de vitamina C) pode ser hidrolisado irreversivelmente, formando um novo compostos que ndo
possui propriedades vitaminicas. Gabas, Telis-Romero e Menegalli (2003) estudaram a cinética

de degradacdo da vitamina C em ameixas liofilizadas ao longo de 5 dias, variando a temperatura
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de armazenamento de 40 a 80 °C. Os autores demonstraram que, quanto mais perto de 80 °C,
maior era a perda de vitamina na amostra.

Uma alternativa estudada para proteger as propriedades benéficas dos compostos ativos
contra fatores externos é a micro/nanoencapsulacdo. Este processo significa a aplicacdo de
coberturas relativamente simples na forma de pequenas particulas sélidas, gotas de liquidos
puros, solugdes ou dispersdes, que tem por objetivo “aprisionar” o composto de interesse e
preservar as suas propriedades. A tecnologia pode ser utilizada em diversos setores industriais
como o farmacéutico, alimenticio, quimico e agronémico (FATHI; MARTIN;
MCCLEMENTS, 2014; FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

3.5 Estabilizacdo de compostos ativos atraves de encapsulacdo por gelificacdo idnica

A producdo de nanoparticulas vem ganhando destaque devido a possibilidade de
imobilizar diversos compostos em seu interior, preservar as suas propriedades ativas e
promover a sua liberacdo de forma controlada para o meio. A técnica de gelificacdo idnica (ou
“gelificacdo induzida por ion” ou “gelificagdo ionotropica™) é eficaz e pode ser empregada em
sistemas de encapsulacdo. Esta técnica é baseada na habilidade que os polieletrolitos (moléculas
poliméricas que adquirem cargas em meio aquoso) tém de entrecruzarem na presenca de contra-
ions e formarem estruturas gelatinosas denominadas “gelisferas”. As gelisferas tém afinidades
por compostos que apresentam terminais carregados e tém a capacidade de intumescimento,
controlado pela relaxacdo polimérica, que permite a liberacdo reduzida ou controlada de um
composto encapsulado (PATIL; CHAVANKE; WAGH, 2012).

A utilizacdo de quitosana e de TPP no processo de gelificacdo idnica tem atraido
consideravel atencdo por se tratar de um processo atoxico, de baixo custo, rapido e controlével
(FAN et al., 2012; ZHAO et al., 2011). A quitosana é um polimero natural obtido a partir da
desacetilacdo da quitina, em que ocorre a substituicdo de um grupo acetamino por um grupo
amino na estrutura molecular (MOURA et al., 2006). Este polimero € solivel em solucdo acida
diluida (pH < 6), como a de &cido acético 1%, que favorece a protonagdo dos grupos amino
livres (-NH3") de suas unidades glicosaminas e lhe confere um carater de polieletrélito
catibnico (ABREU et al., 2013). No geral, a quitosana apresenta diversas propriedades
interessantes, como bioatividade, biodegradabilidade, atoxidade e habilidade em formar géis e
filmes (DASH et al., 2011). J& o TPP é um agente reticulante, ndo toxico, de comportamento
anidnico em suspensdo e com a capacidade de formar géis por interagdo i6nica com a quitosana
(BRITTO et al., 2012).
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Segundo Koukaras et al. (2012), a gelificacdo ocorre pela interacdo entre 0s grupos
fosfatos carregados do TPP com 0s grupos amino protonados da quitosana, promovendo o
entrecruzamento dos grupos de cargas opostas. Este mecanismo de interacdo é esquematizado

na Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo ideal de interacdo entre sitios positivos da quitosana e sitios negativos do TPP.
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Fonte: YANG, C. H. et al. Microfluidic emulsification and sorting assisted preparation of monodisperse chitosan
microparticles. Lab on a Chip, v. 9, n. 1, 2009. p. 146.

Um dos método utilizados em gelificacdo idnica tem por base a metodologia de producao
por gotejamento. O processo consiste na preparacdo de uma suspensao aquosa de quitosana
seguido do gotejamento controlado de TPP, para que a interacao idnica ocorra e haja a formagéo
das nanoparticulas. O tamanho e estabilidade destas nanoparticulas variam conforme os
parametros de preparacao, tais como: concentracdo das solucdes, velocidade de agitacdo do
meio, altura e velocidade de gotejamento (CUNHA, BARROS-ALEXANDRINO, ASSIS,
2017; BRITTO et al., 2012). Na Figura 3, adaptada do esquema de Cunha, Barros-Alexandrino

e Assis (2017), este procedimento € ilustrado.
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Figura 3 - Esquema da metodologia de formacéo de nanoparticulas por gelificagdo idnica.

. ETAPA 1:‘ ETAPA 2: ETAPA 3:
Dissolucéo da quitosana Adicdo do TPP Formacé&o das
em solugéo &cida nanoparticulas

Fonte: Autoria propria.

Estudos prévios confirmaram a viabilidade do sistema na producao de nanoparticulas de
quitosana, tanto no emprego como material de reforgo quanto para a encapsulacdo de compostos
ativos (BRITTO et al., 2014; BRITTO et al., 2012). Segundo Britto et al. (2014) e Zhao et al.
(2011), o mecanismo de encapsulacdo de compostos ativos ocorre pela afinidade entre os
grupos funcionais destes compostos e dos polimeros. A liberacdo controlada destes compostos
encapasulados em meio aquoso neutro (fisioldégico) ocorre pelo intumescimento da camada
protetora e a solvatacdo dos grupos carregados. Na Figura 4, este sistema é esquematizado
utilizando, como exemplo, a vitamina C (&cido ascérbico) como composto ativo a ser

encapsulado.

Figura 4 - Modelo idealizado de retengéo de acido ascorbico em sistema de quitosana: TPP.

Fonte: ZHAO, L. M. et al. Preparation and application of chitosan nanoparticles and nanofibers. Brazilian Journal
of Chemical Engineering, v. 28, n. 3, 2011. p. 359.
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A técnica de nanoenpasulacdo por gelificagdo ibnica tem se mostrado adequada para
reduzir a degradacdo de compostos ativos e altamente instiveis. Trabalhos anteriores
demonstram a eficiéncia de encapsulacdo de vitaminas sintéticas por esta técnica. Britto et al.
(2014) obtiveram sucesso na encapsulacao de vitaminas C, B9 e B12. As vitaminas sintéticas
foram adicionadas a suspenséo de quitosana e o TPP foi gotejado para que houvesse a formagéo
das nanoparticulas carregadas de ativos. Foi possivel encapsular até 28% de vitamina C, 42,4%
de vitamina B9 e 16,1% de vitamina B12. As nanoparticulas também apresentaram diferentes
valores de potencial Zeta e diametros: +30,7 mV e 325 nm para a vitamina C, +64,9 mV e 809
nm para a vitamina B9, e +29,4 mV e 326 nm para a vitamina B12. Britto, Pinola e Assis (2017)
estudaram a degradacdo em meio aquoso de vitamina C encapsulada pelo sistema de gelificagéo
ibnica utilizando quitosana e TPP. Os autores relataram que, apds 17 dias, 28% da vitamina C
encapsulada ainda era preservada em relacdo a quantidade inicial, enquanto que apenas 3% de
vitamina C era preservada no sistema controle sem encapsulacdo. Recentemente, Nascimento
et al. (2019) estudaram a extragdo de vitamina C de residuos de acerola utilizando a suspensao
de quitosana e, em seguida, produziram nanoparticulas por gelificacdo idnica. Foi possivel
encapsular cerca de 64% de vitamina C por este sistema.

Matalanis, Jones e Mcclements (2011) e Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi (2004)
explicam a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos através de ligacOes eletrostaticas que sao
formadas entre o composto e a suspensao polimérica (como a quitosana), gerando um novo
complexo polimero-componente. Em seguida, ao adicionar um agente encapsulante de cargas
opostas a este complexo (como o TPP), os sitios livres do polimero se ligam aos sitios livres
deste agente e formam as particulas com o complexo polimero-componente. Matalanis, Jones
e Mcclements (2011) esquematizaram algumas das possiveis organizacdes que ocorrem durante
a formacdo de nanoparticulas a base de polimeros carregados com compostos ativos, conforme
apresentado na Figura 5. A Figura 5A representa uma particula de polimero que consiste em
mais de uma fase, em que uma das fases se organiza ao redor da outra. O polimero se organiza
ao redor do composto encapsulado ou ao contrario, uma situacdo bastante comum na
encapsulagdo de 6leos. Ja nas Figuras 5B e C, o polimero interage diretamente com o0 composto
encapsulado, que sdo as situagbes mais provaveis quando o composto a ser encapsulado é

extraido ou adicionado diretamente a suspensdo polimerica.



33

Figura 5 - Possiveis tipos de estruturas internas que podem ser formadas em nanoparticulas de
biopolimeros.

(A) (B) (©)

Fonte: MATALANIS, A.; JONES, O. G.; MCCLEMENTS, D. J. Structured biopolymer-based delivery systems
for encapsulation, protection, and release of lipophilic compounds. Food Hydrocolloids, v. 25, n. 8, 2011. p. 1867.

Dentre as vantagens da aplicacdo da técnica de encpasulamento, destaca-se a fortificacdo
nutricional de alimentos pela inser¢do das nanoparticulas carregadas. Lee et al. (2017)
produziram nanoparticulas de lipideos revestidas por quitosana carregadas com ferro. As
nanoparticulas foram utilizadas para a fortificacdo de leite, cuja concentracdo de ferro é baixa.
Estudos de liberacdo controlada de ferro sob condi¢bes gastricas e intestinais simuladas
mostraram uma maior absorcdo deste componente em sistemas de leite contendo as
nanoparticulas de quitosana. As particulas demonstraram um potencial de aplicagdo como
transportadoras de ferro para leite e outros produtos alimenticios com baixo teor deste
componente (como suco de frutas ou iogurtes). Gultekin-Ozguven et al. (2016) também
utilizaram quitosana para encapsular antocianinas, que foram utilizadas para fortificagdo de
licor de chocolate. As formulages contento as nanoparticulas apresentaram altos teores de
compostos ativos em sua composi¢cdo em diferentes condicdes de pH e temperaturas, enquanto
gue nas amostras sem nanoparticulas a taxa de antocianinas diminuia rapidamente nas mesmas
condigdes, demonstrando ser mais suscetiveis a degradacdo quando néo encapsuladas.

Outra possivel aplicacdo para suspensfes de nanoparticulas carregadas com ativos
extraidos de residuos da agroindustria € como cobertura ativa de frutas, uma utilizacdo ainda
escassa na literatura. Desta forma, a extracdo de compostos ativos do residuo da polpa de
acerola e posterior encapsulacao pelo sistema de aprisionamento intermediario por gelificacdo
ibnica € uma forma de aproveitamento do residuo e preservacdo das propriedades ativas dos
componentes ativos. As nanoparticulas de compostos ativos encapsulados podem ser aplicados

como cobertura ativa para proteger a qualidade nutricional de frutas frescas.
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3.6 Coberturas a base de quitosana e nanoparticulas

3.6.1 Coberturas para alimentos

A utilizag8o de coberturas ativas e/ou comestiveis pela indUstria de alimentos tem sido
estudada com o objetivo de aumentar a vida Util de inimeros produtos, como frutas e hortaligas,
cuja qualidade pode ser prejudicada no periodo pos-colheita e durante o processamento,
transporte ou armazenamento (ASSIS, 2012; VALENCIA-CHAMORRO et al., 2009).
Alteracdes na qualidade do alimento, como escurecimento, alteracdo sensorial, diminuigdo da
massa, perda de agua, estdo diretamente relacionadas a interacdo entre os alimentos e o
ambiente circundante, o que pode levar a deterioracdo. A aplicacdo de uma camada protetora e
comestivel no alimento é uma alternativa para preservar a sua qualidade e prolongar o seu
tempo de prateleira, j& que oferece uma série de beneficios ao alimento, tais como a barreira a
umidade e ao oxigénio e a retencdo da firmeza (ANDRADE; SKUTS; OSORIO, 2012).

O processo de recobrir um alimento consiste em aplicar uma suspensdo, por imersdo ou
aspersdo, e seca-lo posteriormente para formacdo de um filme. A técnica por imersdo consiste
em mergulhar a fruta ou a hortalica, por exemplo, em uma suspensao de cobertura e tem se
mostrado bastante eficaz, ja que garante que toda a superficie do alimento entre em contato com
a suspensdo de recobrimento. J& a técnica por aspersdao consiste em aplicar a suspensao de
cobertura através de um spray, utilizando, por exemplo, um borrifador. A selecdo do método
de recobrimento depende do produto final desejado, espessura desejada da cobertura, reologia
da suspenséo e tecnologia de secagem a ser empregada. No método por imersao, quantidades
adequadas de suspensdo de cobertura ndo podem ser controladas facilmente e o processo de
secagem é mais lento (uma vez que uma camada mais espessa é formada), o que pode dificultar
sua aplicacdo industrial. Além disso, a mesma suspensao entra em contato com varios produtos.
Ja a aplicagéo por aspersdo utilizando spray pode ser realizada de forma controlada, pois €
possivel estabelecer a quantidade de suspensdo aplicada (controlando a espessura da cobertura)
e o local de aplicacdo (o que torna possivel revestir as partes superior e inferior da fruta em
diferentes momentos). Consequentemente, 0 processo de secagem também é mais vantajoso,
facilitando a implementacéo em escala fabril (ASSIS; BRITTO, 2014; ANDRADE; SKUTS;
OSORIO, 2012; CUTTER, 2006).

Para assegurar o recobrimento dos alimentos, deve-se garantir uma interagao entre a sua
superficie e os compostos da suspensédo de cobertura. Ao colocar uma suspensao polimérica em

contato com uma fruta, por exemplo, a cobertura se forma pela deposicdo das espécies
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poliméricas dissolvidas no meio, estabelecendo ligacbes com a superficie da fruta
(RASHIDOVA et al., 2004). Na Figura 6 é possivel visualizar o esquema proposto por Assis e
Britto (2014), que representa a sequéncia da formacéo de uma cobertura por imersdo em uma
fruta. Primeiramente, ocorre o contato inicial da fruta com a suspensédo de cobertura a base de
um biopolimero (Figura 6A). Em seguida, ocorre a atragdo entre o absorvato (compostos da
suspensdo de recobrimento) e o absorvente (superficie da fruta) (Figura 6B). Apds um periodo
de deposicdo e secagem da suspensdo, ocorre a reticulacdo do polimero, formando, entdo, a
cobertura (Figura 6C). Na técnica por aspersdo, a etapa C é a que representa todo o

procedimento.

Figura 6 - Sequéncia ilustrativa da formag&o de uma cobertura em fruta: (A) contato entre a fruta e a
suspensdo de recobrimento, (B) atracdo entre o absorvato (compostos da suspensdo de recobrimento) e
0 absorvente (casca da fruta) e (C) secagem, evaporagdo do solvente e reticulagdo do polimero,
configurando a formag&o da cobertura.

FONTE: ASSIS, O. B. G.; BRITTO, D. Revisao: coberturas comestiveis protetoras em frutas: fundamentos e
aplicagles. Brazilian Journal Food Technology, v. 17, n. 2, 2014. p. 89.

Na literatura, coberturas a base de quitosana ja sdo amplamente estudadas e promissoras
no retardo do amadurecimento e preservacdo da composicdo nutritiva de alimentos. Chien et
al. (2007) estudaram o efeito de coberturas a base de quitosana em mangas fatiadas e
comprovaram a sua eficicia na prolongacédo da vida util da fruta em até sete dias. A cobertura
também foi efetiva na preservacdo do teor de vitamina C na fruta: as fatias de manga, que
incialmente continham cerca de 25,02 mg de vitamina C/100 mL de suco, apresentaram 16,29
e 20,87 mg de vitamina C/100 mL de suco, para as fatias sem e com cobertura de quitosana,
respectivamente. Aradjo e Shirai (2016) também confirmaram a eficacia da cobertura a base de
quitosana para brécolis minimamente processados, obtendo uma diminui¢do na contagem de
bolores e leveduras, o que colaborou para um tempo de armazenamento prolongado em seis

dias. Han et al. (2005) recobriram morangos com suspensao de quitosana e relataram uma
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diminuicdo na perda de massa ao decorrer dos dias e um tempo de vida Gtil prolongado de sete
para 14 dias.

Coberturas a base de quitosana nanoparticulada sdo estudadas a fim de aumentar a
eficacia das coberturas, ja que materiais em nanoescala, devido a alta area superficial, sdo mais
reativos e interagem melhor com a superficie do alimento, podendo melhorar as propriedades
mecanicas, térmicas e de barreira fisico-quimica (LUSTRIANE et al., 2018). Lustriane et al.
(2018) estudaram a aplicacdo de suspensao de quitosana e de nanoparticulas de quitosana como
cobertura para bananas e relataram um aspecto visual mais “brilhante” das frutas recobertas
com as nanoparticulas. Abdou, Osheba e Sorour (2012) também realizaram um estudo
comparativo para o recobrimento de peixes e relataram um maior efeito antimicrobiano das
coberturas de nanoparticulas de quitosana frente as de quitosana, indicando que a atividade
antimicrobiana aumentou com a diminuicdo do tamanho das particulas. Divya, Smitha e Jisha
(2018) demonstraram que a perda de massa para tomate, berinjela e pimenta frescos foi menor
para amostras recobertas com quitosana nanoparticulada (0,21%, 0,53% e 3,30%,
respectivamente) do que para as amostras recobertas com quitosana nao nanoparticulada
(9,33%, 15,76% e 25,78%, respectivamente).

3.6.2 Conservacéo de goiabas frescas pela aplicacéo de coberturas

A goiaba (Psidium guajava) é uma fruta da familia das Myrtaceae de grande importancia
no contexto da fruticultura brasileira, sendo os estados de Sdo Paulo e Pernambuco os principais
produtores. A goiaba é classificada em duas espécies, vermelha ou branca, a depender da
coloracédo da polpa, mas héa diferentes variagdes dentro dos grupos (maca, paluma, tailandesa,
ogawa, rica, guanabara, entre outras). Devido ao aroma, sabor agradavel e elevado valor
nutricional, ambas as espécies sdo comumente consumidas frescas. Além disso, a goiaba
vermelha (Figura 7) ganha grande destaque no setor industrial, sendo muito utilizada no
processamento de diversos produtos (como sucos, nectares, polpas, geleias, iogurtes, gelatinas)
(CERQUEIRA et al., 2011).
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Figura 7 - Goiaba vermelha madura (A) inteira e (B) cortada ao meio.

(A) (B)

Fonte: Autoria propria.

A goiaba é uma fruta climatérica, ou seja, continua a amadurecer ainda apés a sua
colheita. Estudos demonstraram que, entre 6 e 8 dias ap0s a colheita, quando em temperatura
ambiente, a fruta ndo esta mais apta para 0 consumo; assim como, a temperaturas abaixo de 10
°C, seus atributos sensoriais sdo danificados pela refrigeracdo (REYES; PAULL, 1995;
TANDON, SINGH, KALRA, 1989). Por esse motivo, mudangas nas caracteristicas
fisioldgicas, como perda de massa, perda de firmeza e escurecimento, sdo rapidamente
observadas no periodo pds-colheita, 0 que impede seu armazenamento por longos periodos
(ARROYO et al., 2019; NAIR; SAXENA; KAURB, 2018).

O recobrimento de goiabas é uma alternativa para evitar as excessivas trocas gasosas entre
0 meio e a fruta. As coberturas criam uma espécie de barreira aos gases, resultando em uma
atmosfera modificada entre a fruta e a camada que pode reduzir a respiracdo e transpiragao,
prolongando o tempo de prateleira e aumentando o periodo de comercializacdo (ARROYO et
al., 2019; NAIR; SAXENA; KAURB, 2018).

Trabalhos anteriores demonstraram a eficacia de coberturas a base de quitosana no
aumento do tempo de prateleira das goiabas. Arroyo et al. (2019) revestiram goiabas com
suspensdo de quitosana adicionada de nanoparticulas de zinco e relataram um aumento no
tempo de armazenamento de 7 dias, para as frutas ndo recobertas, para 20 dias, para as frutas
recobertas. As coberturas também tiveram efeito na textura das frutas, em que as frutas
recobertas apresentaram uma rigidez cerca de 80% maior que as sem cobertura. Quanto ao
aspecto visual, observou-se que, para aquelas recobertas, a perda da coloragédo verde aconteceu
em um maior intervalo de tempo, indicando que a cobertura prolongou o tempo de degradacgao

dos pigmentos da casca. Gad e Zagzog (2017) estudaram o efeito da aplicacéo de coberturas de
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goma xantana adicionada de nanoparticulas de quitosana. Observou-se que as frutas recobertas
com coberturas contendo nanoparticulas de quitosana tiveram menor perda de massa e firmeza
ao longo dos dias de armazenamento, além de conter, no Gltimo dia de analise, maior teor de
vitamina C (107,3 mg de vitamina C/100 mL de suco) em relacdo aquelas sem cobertura (100,5
mg de vitamina C/100 mL de suco) ou recobertas unicamente com a goma xantana (103,1 mg
de vitamina C/100 mL de suco).

Até o presente, ndo foram encontrados trabalhos que utilizem nanoparticulas de quitosana
carregadas com compostos ativos de uma fonte natural, como o residuo do processamento da
polpa de acerola, para aplicagdo como coberturas para frutas, a fim de aumentar o seu tempo de
vida Util e preservar as suas propriedades.
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4 MATERIAL E METODOS

Um fluxograma resumido dos procedimentos realizados neste trabalho é esquematizado

na Figura 8.

Figura 8 - Fluxograma de execucéo do trabalho.

_ Teste preliminar — [Residuo da polpa de
Otimizacao das concentragdes de acerola
quitosana (mg/mL) e TPP 0

- Vitamina C
- Antocianinas
-CFT

(mg/mL) por MSR

Residuo da polpa de | :, Resfduo da polpa de |
. " acerola seco

Otimizagdo da massa
inicial de residuo (g)
em relacdo a suspensao
de quitosana e do
tempo de extracao
(min) por MSR

| Quitosana
3,88 mg/mL HAc 1%

Extracédo de
compostos ativos

Filtracdo
" Resfduo” " / Extrato de compostos, - Teor de CFT
\___retido__t 1 @livos em suspensdo ™ _ atividade antioxidante
|____dequitosana__ _ ,'
TPP - Eficiéncia de encapsulag&o
[ Suspensao de dos CFT
anopartlculas de ativos - Potencial Zeta
- Tamanho de particulas
- Perda de massa - Microscopia
- Cor Revestlmento de gmabas] -FT-IR
- Firmeza caracterlza(;ao das frutas -TGA

Fonte: Autoria prépria.

4.1 Material

Os reagentes adquiridos da Labsynth (Brasil) foram: acetato de sédio anidro, acido
cloridrico, &cido oxalico e cloreto de ferro anidro.

Os reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil) foram: acido acético PA, acido
formico, acido galico, acido metafosférico, etanol, ferro reagente TPTZ, quitosana de média
massa molar com grau de desacetilacdo de 80%, solucéo padréo de Trolox e tripolifosfato de

sodio.
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O é&cido ascérbico foi adquirido da LS Chemicals (Brasil); a 4gua ultrapura, pelo sistema
de purificacdo Direct Q3 da Millipore (Estados Unidos); o carbonato de sddio anidro, da
Dinamica (Brasil); e o reagente de Folin-Ciocalteu, da Dutral (Brasil).

O residuo da polpa de acerola foi fornecido pela empresa Ricaeli Alimentos (Cabrelva,
Séo Paulo, Brasil).

As goiabas vermelhas foram adquiridas do estabelecimento Varejdo da Qualidade (S&o
Carlos, Sao Paulo, Brasil), todas de um mesmo lote e selecionadas de acordo com o estagio de

maturacao | (verde-escuro).

4.2 Caracterizacdo do residuo da polpa de acerola

As analises de composicdo centesimal foram realizadas pelo Laboratorio de
Bromatologia, do Departamento de Zootecnia (ZAZ) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos (FZEA), seguindo as metodologias descritas por Silva e Queiroz (2009). Foram
determinados os teores de matéria mineral, extrato etéreo, proteina bruta, fibra fruta e
carboidratos. Todos os resultados foram expressos em base seca. O residuo foi caracterizado
apos chegar da inddstria, sem passar por qualquer tipo de tratamento fisico ou quimico (Figura
9A).

Para a determinacao de matéria mineral, a amostra foi calcinada a 600 °C durante 4 horas
para combustao total. A quantificacdo foi feita pela diferenca de massa entre os residuos imido
e calcinado.

A determinacdo do extrato etéreo consistiu em submeter a amostra seca & extragdo com
éter, partindo do principio da solubilidade dos lipideos. O processamento foi realizado em um
aparelho para extra¢do de gordura e acessorios, tipo “Goldfisch”. O éter usado no processo foi
aquecido até tornar-se volatil. Ao condensar-se, o éter circulou sobre a amostra em analise,
arrastando toda a fracdo gordurosa e demais substancias soltveis. O éter foi recuperado em
outro recipiente, enquanto a gordura extraida foi calculada por diferenca de peso.

A quantificacdo de proteina bruta foi feita utilizando o método Kjeldahl. Neste método,
o teor de nitrogénio contido na matéria organica foi determinado, incluindo o nitrogénio
proteico, e, por meio de um fator de conversdo, obteve-se o teor de proteina bruta. O método
consistiu 1) na digestdo da amostra em acido sulfurico com um catalisador, que resultou em
conversao de nitrogénio em amonia, 2) na destilacdo da aménia em uma solucéao receptora e 3)

na quantificacdo da amonia por titulacdo com uma solucédo padrao.
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A determinacdo de fibra bruta consistiu em secar e desengordurar as amostras e submete-
las as digestdes acida e basica, utilizando acido sulfarico 1,25% e hidréxido de sddio 1,25%,
respectivamente, durante 30 minutos. O total de fibra bruta foi calculado pela diferenca de peso
do cadinho antes e ap6s a queima do residuo em mufla, a 500 °C.

Por ultimo, a determinacdo de carboidratos foi atribuida a matéria remanescente das
demais caracterizagdes.

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método oficial da AOAC (1997). A
amostra foi seca em estufa a 105 °C por 24 horas. O teor de umidade foi expresso como a razéo
entre 0 peso da amostra seca e 0 peso da amostra total pesada multiplicado por 100.

O residuo também foi caracterizado de acordo com os teores de compostos ativos. Para a
caracterizacdo do residuo umido, uma amostra foi mantida congelada em freezer a -18 °C até a
sua caracterizacdo e, em seguida, triturada (Figura 9B). Para a caracterizacdo do residuo seco,
uma amostra foi seca em estufa com circulacéo forcada de ar (Tecnal, Brasil) a 30 °C por 20
horas e, em seguida, triturada e peneirada utilizando peneira com abertura de 1,0 mm/um e 16
mesh (Bectel, Brasil) (Figura 9C).

O teor de antocianinas foi determinado seguindo a metodologia descrita por Lee, Durst e
Wrolstad (2005), utilizando acido metafosforico 6% para extragdo. A quantificacdo foi
realizada por espectrofotometria, sendo a medida de absorbancia realizada em um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601PC (Shimadzu Co., Japdo). As absorbancias foram
determinadas ap0s ajustar o pH das solugdes de extrato para 1,0 e 4,5, cujos comprimentos de
ondas foram medidos a 520 e 700 nm, para ambos os pH. A eq(1) foi utilizada para obtencéo
do teor de antocianinas. O valor final foi expresso em teor de antocianina em mg/100 g de

residuo (b.u ou b.s).

_ (A xMM xFD x1000)

&

TA

1)

Sendo: TA: teor de antocianinas (mg/100 g de residuo); A: {[(Absorbancia em 520 nm —
Absorbancia em 700nm) pH 1] — [(Absorbéancia em 520 nm — Absorbancia em 700 nm) pH
4,5]}; FD: fator de diluicdo; &: 26900 L/mol.cm.

O teor de CFT foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, de acordo
com o método descrito por Swain e Hillis (1959), utilizando etanol 100% para extracdo. A
absorbancia foi medida em comprimento de onda de 725 nm. O teor de CFT foi determinado



42

utilizando uma curva padréo de acido galico e o resultado foi expresso em mg de AG/100 g de
residuo (b.u ou b.s).

Para a quantificacdo de vitamina C, as amostras foram adicionadas a uma solucdo de
acido oxalico 2% e homogeneizadas (em liquidificador, por 2 minutos). As solucdes foram
submetidas a banho ultrassénico (Unique, UltraCleaner) por 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram filtradas e a por¢do liquida foi recolhida para anélise. A quantificagdo de
vitamina C foi realizada por cromatografia liquida (Shimadzu, Prominence, Japéo), seguindo a
metodologia de Vinci et al. (1995) com modificacBes. A separacdo cromatografica foi realizada
utilizando coluna de fase reversa C18 Shim-pack GIST (250 mm x 4,6 mm x 5 pm) mantida a
30 °C. A fase mdvel utilizada foi &gua ultrapura com pH ajustado para 3,0 com &cido férmico,
degaseificada em banho ultrassénico por 5 minutos. As analises foram realizadas com fluxo de
0,9 mL/min, utilizando modo isocratico. 10 puL das amostras foram injetados e o tempo de
corrida total foi de 9 minutos. Os sinais referentes a vitamina C foram identificados pela
comparacdo com o tempo de retencdo do padrdo de acido ascorbico. A quantificacdo foi
baseada na curva de calibracdo do padrdo de acido ascérbico e os resultados foram expressos

em mg de vitamina C/100 g de residuo (Apéndice A, para b.u, e Apéndice B, para b.s).

Figura 9 - Residuo da polpa de acerola (A) ao chegar da industria, (B) umido e triturado e (C) apds
secagem a 30 °C por 20 h, triturado e peneirado.

Secagem (30 °C, 20 h);
Trituracdo (2 min);
Peneiragem (16 mesh).

Trituracdo
(2 min).

(B) (C)

Fonte: Autoria propria.
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4.3 Determinacdo da proporcdo 6tima de quitosana: TPP na producdo de nanoparticulas

Um teste preliminar foi inicialmente realizado para determinar a propor¢do étima de
quitosana e TPP na producéo de nanoparticulas de menor tamanho e potencial Zeta em torno
de £20 mV.

As nanoparticulas de quitosana: TPP foram preparadas com base na técnica de gelificagao
ibnica, seguindo os procedimentos basicos detalhados por Britto et al. (2012). Primeiramente,
foi preparada uma suspensdo de quitosana em acido acético 1%, deixada sob agitacdo por 16
horas a temperatura ambiente (25 °C). Para a producdo das nanoparticulas, 25,0 mL de
suspensdo de TPP foram gotejados em 25,0 mL da suspenséo de quitosana, deixada sob agitagédo
durante o gotejamento. As concentracdes de quitosana (mg/mL) e TPP (mg/mL) foram
avaliadas por Delineamento Composto Central Rotacional 22 (DCCR 22) (4 experimentos + 3
pontos axiais + 3 pontos centrais). Os demais parametros utilizados para o preparo das
nanoparticulas foram padronizados de acordo com o estabelecido por Cunha, Barros-
Alexandrino e Assis (2017): vazdo do TPP de 20 gotas/min (ou 1 mL/min), intensidade de
circulacdo da suspensdo de quitosana de 1500 rpm e altura do gotejamento de 8 centimetros
(distancia entre a bureta contendo TPP e o béquer contendo quitosana).

Os valores estabelecidos por DCCR 22, utilizado para determinar as concentracfes de
quitosana (mg/mL) e TPP (mg/mL), estdo apresentado na Tabela 3. As respostas para escolha
da condicdo 6tima foram o menor tamanho de particulas e valor de potencial Zeta da suspensédo
maior que £ 20 mV. A analise dos efeitos destas varidveis sobre a producédo das nanoparticulas
foi avaliada utilizando o software Statisitca 7.0. Os dados foram ajustados ao modelo
polinomial de segunda ordem, conforme eq.(2), segundo a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR). A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a significancia do

modelo obtido para cada variavel de resposta a 95% de intervalo de confianca.

Yi = bo + biXa+ baXo+ b12X1 Xo+ b11Xs?+ b2aXo? (2)

Sendo: Yi: funcdo resposta; X1, Xo: valor das varidveis independentes; bo: coeficiente
relativo a interpretacdo do plano com o eixo resposta; bi, b2: coeficientes lineares estimados
pelo método dos minimos quadrados; bii, b2: coeficiente das variaveis quadréticas; bio:

coeficiente de interacdo entre as variaveis independentes.
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Tabela 3 - Concentracdes finais de quitosana e TPP, em mg/mL, conforme DCCR 22; e concentracGes
iniciais de quitosana e TPP, em mg/mL, consideradas no preparo das suspensdes.

Concentracdes consideradas no Concentrac6es finais apds
preparo das suspensdes gelificacdo idnical
Ensaios Concentragdo  Concentracdo Concentracdo de Concentracéo
de quitosana de TPP guitosana de TPP
(X1) (X2) (X1) (X2)
1 3,88 (-1) 1,30 (-1) 1,94 (-1) 0,65 (-1)
2 8,12 (+1) 1,30 (-1) 4,06 (+1) 0,65 (-1)
3 3,88 (-1) 2,70 (+1) 1,94 (-1) 1,35 (+1)
4 8,12 (+1) 2,70 (+1) 4,06 (+1) 1,35 (+1)
5 3,00 (-1,41) 3,00 (0) 1,50 (-1,41) 1,00 (0)
6 4,50 (+1,41) 3,00 (0) 4,50 (+1,41) 1,00 (0)
7 6,00 (0) 1,00 (-1,41) 3,00 (0) 0,50 (-1,41)
8 6,00 (0) 3,00 (+1,41) 3,00 (0) 1,50 (+1,41)
9 6,00 (0) 3,00 (0) 3,00 (0) 1,00 (0)
10 6,00 (0) 3,00 (0) 3,00 (0) 1,00 (0)
11 6,00 (0) 3,00 (0) 3,00 (0) 1,00 (0)

1Como a proporgdo de reagentes é de 1:1, v:v (quitosana: TPP), todas as concentragdes inicias séo reduzidas pela
metade ap0s o processo de gelificagdo ibnica.

(X1) e (X2): Valores codificados.

Fonte: Autoria propria.

Para simplificar a leitura, a suspensdo de nanoparticulas de quitosana:TPP obtida na
condicdo 6tima serd denominada como NpQ.

Na Figura 10, é apresentado o procedimento utilizado para a sintese das nanoparticulas.
Na Figura 10A, observa-se o sistema de gelificacdo idnica, em que o TPP é gotejado na
suspensdo de quitosana (utilizando as concentracBes consideradas no preparo das suspensdes,
Tabela 3); enquanto na Figura 10B, observa-se a suspensao de nanoparticulas resultante deste
sistema (obtidas nas concentracdes finais apds gelificacdo idnica, Tabela 3). Na Figura 10C, é
possivel visualizar o aspecto gelatinoso das nanoparticulas apos a centrifugacdo da suspenséo

de nanoparticulas.
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Figura 10 - (A) Esquema de gelificacdo idnica por gotejamento para produgdo de nanoparticulas, (B)
suspensao de nanoparticulas e (C) gel de nanoparticulas ap6s centrifugacéo.

TPP (1,0 — 3,0 mg/mL)

(©)

Quitosana (3,0 — 9,0 mg/mL) ———— \/ (B)

(A)

Fonte: Autoria propria.

4.4 Otimizacéao e caracterizacdo do extrato de quitosana com ativos

4.4.1 Otimizacéo da extracdo de compostos ativos em suspensao de quitosana

Apbs determinar a concentracdo 6tima de quitosana (3,88 mg/mL) para a producdo de
nanoparticulas em teste preliminar, esta suspensao foi utilizada como meio de extracdo de
compostos ativos do residuo da polpa de acerola.

A extracdo foi otimizada conforme DCCR 22 e estudada de acordo com o que ja foi
descrito para este tipo de planejamento na Subsecédo 4.3. No entanto, as variaveis independentes
utilizadas foram a massa inicial de residuo em relagdo a suspensédo de quitosana e o tempo de
extracdo em ultrassom de ponteira. Foi pesado de 3,00 a 7,00 g do residuo umido da polpa de
acerola, ao qual foi adicionado 50 mL de suspenséo de quitosana 3,88 mg/mL. A mistura foi
sonicada em ultrassom de ponteira (Ultrasonic Processor, Sonics, Estados Unidos) por 10 a 60
minutos, a uma amplitude de 40% e poténcia de 550W, sendo a amostra mantida em banho de
gelo durante a extragdo. A amostra foi filtrada e o filtrado foi caracterizado de acordo com o
teor de CFT (SWAIN; HILLIS, 1959), que foi a resposta para este planejamento. Os teores de
antocianinas (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005) e vitamina C (VINCI et al. 1995) também
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foram analisados, mas ndo obteve-se respostas, 0 que indicou que a quitosana nao foi efetiva
na extracdo destes compostos.

Para simplificar a leitura, o extrato de quitosana com ativos obtido na condi¢do 6tima sera
chamado de Q-At.

A quantidade inicial de massa de residuo e o tempo de extracdo estabelecidos por DCCR
22 estdo apresentadas na Tabela 4. Em seguida, na Figura 11, é apresentada a sequéncia de

extracdo dos compostos ativos em suspensao de quitosana.

Tabela 4 - Massa inicial de residuo (em g/50 mL de suspenséo de quitosana 3,88 mg/mL) e tempo de
extracdo em ultrassom de ponteira (em min), conforme DCCR 22.

Ensaios Massa inicial de Tempo de extracdo
residuo (X;) (X2)
1 3,59 (-1) 17,32 (-1)
2 6,41 (+1) 17,32 (-1)
3 3,59 (-1) 52,68 (+1)
4 6,41 (+1) 52,68 (+1)
5 3,00 (-1,41) 35 (0)
6 7,00 (+1,41) 35 (0)
7 5,00 (0) 10 (-1,41)
8 5,00 (0) 60 (+1,41)
9 5,00 (0) 35 (0)
10 5,00 (0) 35 (0)
11 5,00 (0) 35 (0)

(X1) e (X2): Valores codificados.
Fonte: Autoria propria.

Figura 11 - Sequéncia de extracdo de compostos ativos do residuo da polpa de acerola em suspensao
de quitosana 3,88 mg/mL. Sendo as seguintes etapas: (A) adi¢do da suspensao de quitosana no residuo;
(B) passagem da suspensdo em ultrassom de ponteira; (C) filtracdo; (D) obtengdo do filtrado final
(extrato de quitosana com ativos a ser analisado).

(A) B) © ()

Fonte: Autoria prépria.
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4.4.2 Capacidade antioxidante do extrato otimizado

O Q-At foi também caracterizado de acordo com a sua capacidade antioxidante.

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre
2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonicoacido) (ABTS™) foi realizada seguindo a
metodologia de Re et al. (1999). A absorbancia da amostra foi medida em comprimento de onda
de 734 nm e a capacidade antioxidante foi calculada usando uma curva padrédo de Trolox. O
resultado final foi expresso em puM de TE/g de residuo (b.u).

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP) foi
realizada seguindo a metodologia de Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000). As absorbancias
foram medidas em comprimento de onda de 595 nm e a capacidade antioxidante foi calculada
usando uma curva padrédo de Trolox. O resultado final foi expresso em uM de TE/g de residuo
(b.u).

Para comparacdo, extratos em &gua e em etanol 100% também foram analisados,
seguindo a mesma metodologia de preparo do ponto 6timo determinado anteriormente (Q-At).

Os extratos também foram comparados de acordo com o teor de CFT.

4.5 Encapsulacéo dos compostos ativos pelo sistema de gelificacdo ionica e

caracterizacdo das nanoparticulas carregadas com ativos

4.5.1 Preparo das nanoparticulas e eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fenoélicos
totais

Apos a extracdo de compostos ativos em suspensdo de quitosana 3,88 mg/mL, procedeu-
se, nesta mesma suspensao, com o gotejamento de TPP para a formacédo de nanoparticulas de
compostos ativos. A mesma metodologia de gelificagdo idnica ja descrita para a producdo de
NpQ (Subsecéo 4.3) foi utilizada. 25,0 mL de TPP (1,30 mg/mL) foi gotejado sobre 25,0 mL
de Q-At mantido sob agitacdo. Os demais parametros utilizados no preparo das nanoparticulas
foram os mesmos ja descritos: vazdo do TPP de 20 gotas/min (ou 1 mL/min), intensidade de
circulacdo do extrato de compostos ativos em suspensao de quitosana de 1500 rpm e altura do
gotejamento de 8 centimetros (BRITTO et al., 2012; CUNHA; BARROS-ALEXANDRINO;
ASSIS, 2007).
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Neste trabalho, a suspensdo das nanoparticulas carregadas com ativos ser4 chamada de
NpQ-At.

Para determinar o contetido de CFT encapsulados, a eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi
estudada. Utilizou-se filtro Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filter Unit (Sigma-Aldrich, 30KDa).
As suspensdes de NpQ-At foram colocadas no filtro e centrifugadas (13000 rpm, 10 minutos,
10 °C) a fim de separar a porcao encapsulada (retida no filtro) da ndo encapsulada (suspenséo
de extrato livre que foi filtrada). O teor de CFT foi avaliado seguindo a metodologia de Swain
e Hillis (1959), na suspensao antes da centrifugacéo e na por¢do ndo encapsulada de suspenséo.
Atraveés da diferenca, foi possivel determinar quanto dos CFT estavam encapsulados.

A EE foi calculada segundo a relacdo de proporcionalidade expressa pela eq.(3).

Cr-Cg

EE = x100 (3)

T

Sendo: EE: eficiéncia da encapsulagdo (%); Ct: contetdo total de CFT, determinado na
suspensao inicial; Ce: conteido encapsulado de CFT, obtido pela diferenca de CFT na porgao

total e na porcdo nao encapsulada.

4.5.2 Distribuicdo do tamanho de particulas e potencial Zeta

As nanoparticulas em suspensédo foram caracterizadas quanto a distribuicdo do tamanho
médio de particulas e potencial Zeta. Os parametros foram determinados em um equipamento
Zetasizer Nano ZS Zen 36000 (Malvern Instruments Ltd., Inglaterra), com base na técnica de
espalhamento dinamico da luz. Para o tamanho de particulas, as suspensdes foram diluidas em
agua 50 vezes. Para a medida de potencial Zeta, ndo houve necessidade de diluigdo. As medidas
foram realizadas a 25 °C e em triplicatas.

Para comparacao, um Branco foi preparado e igualmente analisado. Neste caso, 50 mL
de uma suspenséo de quitosana 3,88 mg/mL passou por ultrassom de ponteira por 10 minutos
e foi filtrada. Em seguida, foi adicionado TPP 1,30 mg/mL para a preparacdo das
nanoparticulas. Este Branco serd chamado de NpQ-US.

Os resultados obtidos foram comparados com o tamanho de particulas e valores de
potencial Zeta estudados para as suspensdes de NpQ. Portanto, nesta parte do trabalho, trés

ensaios foram comparados, conforme esquematizado pelo fluxograma da Figura 12.
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Figura 12 - Fluxograma referente as suspensoes de NpQ, NpQ-US e NpQ-At caracterizadas de acordo
com o tamanho de particulas e potencial Zeta.

residuo

TPP
. 1,30 mg/mL
E % [ Quitosana 3,88 mg/mL } i i _______ I}I_p_(? ______ ]
£ |
[ Quitosana 3,88 mg/mL Ultrassom de i L NpQ-US |
ponteira Filtro H Filtrado| 7~ .
Quitosana i,88 mg/mL | (10 min.; 40% i . NpQ-At |

Fonte: Autoria propria.

4.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das NpQ-At e NpQ foi analisada por microscopia eletrénica de varredura
de alta resolugcdo (MEV-FEG), utilizando um microscopio FEI Magellan 400 L. As amostras
foram diluidas (1:1000, v:v) em uma pastilha de silicone, secas por 24 horas e revestidas com
carbono. A andlise foi realizada no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural (LCE) do
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar).

4.5.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FT-IR) (IR Prestige-21, Shimadzu, Japéo) foi utilizada para identificar alteragdes nos grupos
funcionais das suspensdes de nanoparticulas de ativos ou vazias, apos liofilizagdo (48 horas).
Para cada espectro, foram realizadas 40 varreduras individuais registradas em uma resolucéo
de 2 cm, de 4000 cm™ a 400 cm™.

Para a caracterizacdo do Q-At, a amostra foi diluida com agua (Q-At:agua, 1:1, v:v) para
manter a mesma proporgao de quitosana: TPP das NpQ-At.

As amostras analisadas foram: quitosana (Q) e TPP puros e liofilizados de Q-At, NpQ-
At e NpQ.
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4.5.5 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) avaliou as propriedades térmicas das amostras em
um analisador termogravimétrico TGA-Q500 (TAlInstruments, Estados Unidos). 10 mg de cada
amostra foram pesadas em panelas de platina. A faixa de temperatura estudada foi de 25 a 800
°C e a taxa de aquecimento foi de 10°C/min, sob atmosfera de ar. As mudancas de massa foram
registradas continuamente como uma fungéo da temperatura.

As amostras analisadas foram os liofilizados de Q-At (hovamente diluido em agua, Q-
At:agua, 1:1, v:v), NpQ-At e NpQ.

4.6 Aplicacdo das suspensdes de nanoparticulas carregadas com ativos como cobertura

ativa para goiabas frescas

4.6.1 Producéo e caracterizagdo de coberturas

Apdbs a encapsulacdo de compostos ativos e obtencdo da suspensdo de NpQ-At, a
suspensdo foi utilizada como cobertura para goiabas vermelhas. Para fins comparativos, as
suspensdes de NpQ também foram aplicadas, bem como suspensdes de quitosana controle com
a mesma concentracdo que as contendo nanoparticulas sem ou com ativo. Um esquema de
preparo das suspensdes esta apresentado na Figura 13. Os ensaios foram divididos da seguinte
maneira:

1) Sem aplicacédo de cobertura (BRANCO);

2) Controle I: aplicacdo de suspensao de quitosana 1,94 mg/mL (Q);

3) aplicacdo de suspensdo de nanoparticulas de quitosana (1,94 mg/mL):TPP (0,65
mg/mL) sem ativos (NpQ);

3) Controle II: aplicacdo de suspensdo de extrato de quitosana (1,94 mg/mL) com
compostos ativos ndo encapsulados (Q-At);

5) aplicacdo de suspensdo contendo compostos ativos encapsulados em nanoparticulas de
quitosana (1,94 mg/mL):TPP (0,65 mg/mL) (NpQ-At).

O pH de todas as suspensdes foi medido no dia 01 e no dia 18 ap0s o armazenamento
com auxilio de um pHmetro (Denver Instrument, Brasil). As suspensdes de cobertura contendo
ativos (Q-At e NpQ-At) foram caracterizadas de acordo com o teor de CFT nos mesmos dias
(SWAIN; HILLIS, 1959). Para as NpQ-At ainda foi verificada a eficiéncia de encapsulacgéo dos

CFT apds os 18 dias de armazenamento.
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Figura 13 - Preparacdo das suspensdes para recobrimento de goiabas a partir de quitosana 3,88 mg/mL
e Q-At (quitosana 3,88 mg/mL com ativos).

Suspensdes base

/\ /\

Quitosana 3,88 mg/mL Q-At
/ (quitosana 3,88 mg/mL com ativos)
+agua  +TPP 1,3 mg/mL +4gua  +TPP 1,3 mg/mL

/N

Q NpQ Q-At NpQ-At
(quitosana (quitosana 1,94 mg/mL: (quitosana (quitosana 1,94 mg/mL
1,94 mg/mL) TPP 0,65 mg/mL) 1,94 mg/mL com ativos: TPP 0,65
com ativos) mg/mL)

Suspensdes de cobertura

Fonte: Autoria propria.
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4.6.2 Higienizagao das goiabas e aplicacédo das coberturas

Antes do recobrimento, as goiabas foram selecionadas considerando o tamanho, auséncia
de danos mecéanicos visiveis e podriddo. Para higienizacdo, as goiabas foram lavadas e
sanitizadas por imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio 1%. Em seguida, foram imersas em
solucdo de &gua pura. Todas as frutas encontravam-se em estadio de maturacao e com coloragao

verde, conforme mostrado na Figura 14.

Figura 14 - Goiabas vermelhas para recobrimento (ap6s higienizacao).

Fonte: Autoria propria.

Para o recobrimento por aspersdo, as suspensdes foram colocadas em um aspersor de
pressdo (Figura 15A) e depositadas sobre as frutas (Figura 15B). Ap6s a secagem, as goiabas
foram acondicionadas a temperatura ambiente (20,1 + 1,8 °C), com umidade relativa de 52,8 +
8,2%.
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Figura 15 - (A) Aspersor de pressdo utilizado para aplicagdo das suspens@es de coberturas e (B)
aplicacdo nas goiabas.

(A) (B)

Fonte: Autoria prépria.

4.6.3 Caracterizacdo das goiabas

As anélises de caracterizacdo foram realizadas em triplicata a partir do dia seguinte ao
recobrimento (dia 1) e ap6s 4, 6, 8, 11, 13 e 15 dias de armazenamento.

A anélise de cor foi realizada utilizando colorimetro (CR-400, Konica Minolta) (Figura
16A), sendo as amostras avaliadas no sistema L*, a* e b*. O parametro L* foi analisado de
acordo com a luminosidade. Os parametro a* e b* foram utilizados no calculo do angulo Hue
(H°), seguindo a eq.(4) (MCGUIRE, 1992).

H° = tan™ b*/a * 4

Sendo: H° = angulo Hue e tan™ = arco tangente de b*/a*.

A perda de massa foi realizada através de pesagem (BL3200H, Shimadzu), considerando
a diferenca entre o peso inicial da fruta e o obtido ao final de cada tempo de armazenamento
(Figura 16B).
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As medidas de firmeza foram determinadas utilizando um texturdémetro (TA.XTplus,
Stable Micro Systems) com ponteira cilindrica (4 mm) em velocidade de 5 mm/s e profundidade

de penetracdo de 30 mm (Figura 16C).

Figura 16 - Equipamentos utilizados para caracterizac¢ao das goiabas: (A) cor, (B) perda de massa e (C)
firmeza.

(A) (B) (©)

Fonte: Autoria propria.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste preliminar: otimizacdo da producao de nanoparticulas de quitosana: TPP

utilizando metodologia de superficie de resposta

Inicialmente, 11 ensaios para obtencdo de nanoparticulas foram analisados, conforme
obtido por DCCR 22 (Tabela 3). Este teste inicial foi importante para estabelecer qual a
proporcao 6tima de quitosana: TPP para a formacdo das nanoparticulas.

Na Figura 17, é possivel observar cada uma das suspensdes.

Figura 17 - Suspens@es de nanoparticulas de quitosana:TPP conforme condi¢des determinadas por
DCCR 22 e respectivos valores de pH. As suspensdes estdo representadas pelo nimero do ensaio seguido
pelas concentragdes finais de quitosana:TPP, em mg/mL, conforme Tabela 3.

(1) 1,94:0,65 (2) 4,06:0,65 (3) 1,94:1,35 (4) 4,06:1,35
pH 3,89 pH 4,01 pH 3,96 pH 4,20
(5) 1,50:1,00 (6) 4,50:1,00 (7) 3,00:0,50 (8) 3,00:1,50
pH 3,95 pH 4,20 pH 3,95 pH 4,17
(9) 3,00:1,00 (10) 3,00:1,00 (11) 3,00:1,00
pH 4,05 pH 4,05 pH 4,05

Fonte: Autoria propria.
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Como pode ser observado pela Figura 17, houve turbidez em todas as 11 suspensoes, que
também apresentaram certo grau de opalescéncia, indicando subjetivamente que a suspensdo
coloidal de nanoparticulas foi obtida. A suspensao é resultante da interacdo idnica entre 0s
grupos amino carregados positivamente da quitosana em meio acido e terminais negativos do
TPP, conforme ja esquematizado na Figura 2. A formac&o de particulas em escala nanométrica
e a estabilidade por cargas em suspensdo s6 foram comprovadas através das anélises de tamanho
de particulas e potencial Zeta, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 5. E importante
ressaltar que, para o estudo estatistico dos tamanhos de particulas, foram considerados 0s picos
de maior intensidade das curvas bi ou trimodal obtidas. Os gréficos de distribuicdo de tamanhos
para as 11 suspensdes de nanoparticulas obtidas no teste experimental e as porcentagens de

distribuicdo para cada pico estdo apresentados no Apéndice C.

Tabela 5 - Valores de didmetros de particulas (nm) e potencial Zeta (mV) para as nanoparticulas de
quitosana: TPP.

Concentragdo Concentracdo Diadmetrode Potencial

de quitosana de TPP particula Zeta
Ensaios (X1) (X2) (nm) (mV)
1 1,94 (-1) 0,65 (-1) 170,0 +23,4
2 4,06 (+1) 0,65 (-1) 397,0 +49,5
3 1,94 (-1) 1,35 (+1) 382,2 +6,2
4 4,06 (+1) 1,35 (+1) 284,6 +20,9
5 1,50 (-1,41) 1,00 (0) 287,1 +15,8
6 4,50 (+1,41) 1,00 (0) 384,1 +43,7
7 3,00 (0) 0,50 (-1,41) 274,3 +47,3
8 3,00 (0) 1,50 (+1,41) 385,1 +16,1
9 3,00 (0) 1,00 (0) 172,8 +21,8
10 3,00 (0) 1,00 (0) 253,4 +31,8
11 3,00 (0) 1,00 (0) 178,7 +22,0

(X1) e (X2): valores codificados.
Fonte: Autoria prépria.

O mecanismo de gelificacdo iGnica empregado para a obtencdo das nanoparticulas
mostrou-se eficaz, independente da concentracdo testada, pois particulas em escala
nano/micrométrica foram obtidas. A quitosana, tendo um carater de base fraca, ioniza-se a
medida que o pH do meio diminui (ou seja, seus grupos amino estao disponiveis e protonados),
enquanto o TPP esta dissociado, 0 que permite que ocorra a reagdo entre 0s dois compostos.

Através dos resultados da Tabela 5, foi possivel avaliar os efeitos das variaveis no
tamanho de particulas e potencial Zeta, sendo estas respostas mostradas na Figura 18, através
do diagrama de Pareto. O diagrama de Pareto estd associado aos efeitos de cada variavel

independente (no caso, concentracdo de quitosana (mg/mL) e concentracdo de TPP (mg/mL))
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individualmente e suas interagdes, sendo que os valores de tcaiculado fornecem os valores dos
comprimentos das barras. Quando tcaiculado € igual a tiaelado, € possivel afirmar que os efeitos
foram significativos no nivel de significancia de 95% de confianca (p=0,05). Assim, diz-se que
o efeito de cada variavel é significativo quando tcaiculado>ttabelado, OU Seja, quando o0 comprimento
da barra estiver mais a direita da linha vermelha (p<0,05). Por outro lado, quando
tcalculado<ttabelado, 0S €Nsaios ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). Todas as
determinacbes para calculos de efeito ou modelo foram realizadas pelo erro residual
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Analisando o diagrama de Pareto obtido para o diametro de particulas no pico mais
representativo (Figura 18A), é possivel observar que todos os pardmetros tiveram efeito
significativo no tamanho das particulas, indicando que qualquer alteracdo nas variaveis
independentes (concentracdo de quitosana ou TPP), leva a uma alteracdo na variavel
dependente (tamanho de particulas). O efeito significativo de interagdo entre os pardmetros
lineares (X1(L)xX2(L)) foi negativo, o que indica que menores tamanhos de particulas sdo
obtidos ao diminuir as concentracdes de quitosana e TPP simultaneamente.

Para os valores de potencial Zeta (Figura 18B), os parametros lineares de concentracao
de quitosana (X1(L)) e de concentracdo de TPP (X2(L)) tiveram efeito significativo positivo e
negativo, respectivamente, indicando que, ao aumentar a concentracao de quitosana e diminuir

a concentracao de TPP, maiores valores de potencial Zeta sdo obtidos.

Figura 18 - Diagrama de Pareto considerando as respostas de (A) diametro de particula (nm) e (B)
potencial Zeta (mV). Para cada varidvel foram apresentados os efeitos em niveis de significancia de
95% de confianga (p=0,05).

X1(L)x X2 (L) £

Q|
X2 (Q)

Xe(L)

(A)
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X1 (L)

xewt 5500837

X1 (L) x X2 (L)

X2(Q)

X1(Q)

p=0,05
(B)

X1 = concetracdo de quitosana (mg/mL); X, = concentragdo de TPP (mg/mL); (L) = referente ao parametro linear;
(Q) = referente ao parametro quadratico.
Fonte: Autoria propria.

Os valores de diametro de particula (nm) e potencial Zeta apresentados na Tabela 5 foram
ajustados ao modelo quadratico polinomial segundo o DCCR 22 a 95% de confianca. Os
coeficientes de regressao e a analise de variancia (ANOVA) para as variaveis de resposta estao
apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Coeficiente de regressao e analise de variancia (ANOVA) para as variaveis de resposta
diametro de particulas (nm) (Y1) e potencial Zeta (mV) (Y2).

Diametro de Potencial

particula Zeta
(Y1) (Y2)

Bo 10,35* 8,52*
Coeficientes lineares
B1 2,79* 5,53*
B2 2,68* -6,19*
Coeficientes quadraticos
B 4,28* 0,38
B2 4,07* 0,83
Interagéo
B12 -4,81* -1,11
R? 0,93 0,93
Fcalculado 14,90 19,81
Ftabeladol (p=0,10) 3,50 3,84
I:falta de ajuste 0,27 0,60
Ftabeladoz (p=0,10) 19,16 19,33

Fealculado™Fabelado1: Modelo significativo;

Fraita de ajuste<Frabelado2: Modelo significativo e preditivo, p<0,05 (95 % de confianga) para Yle Y2.
* Indica significancia a 95% de intervalo de confianga.

Fonte: Autoria propria.
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Pela Tabela 6, observa-se que, tanto para Y1 quanto para Y2, Fcaiculado™Ftabelado1 € Fraita
de ajuste<Frabelado2, portanto, foi possivel gerar a superficie de resposta para as duas variaveis
dependentes. As superficies de respostas obtidas para cada um destes parametros podem ser

visualizadas na Figura 19A e B, respectivamente, para o diametro e potencial Zeta.

Figura 19 - Superficies de resposta referente ao (A) didametro de particulas (hm) e (B) potencial Zeta,
obtidas com nivel de significancia de 95%.
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Fonte: Autoria propria.
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Pela Figura 19A, referente a superficie de resposta para o didmetro de particulas, é
possivel comprovar a conclusdo tirada do diagrama de Pareto: para obter o0 menor tamanho de
particulas possivel (até 200 nanémetros), é necessario diminuir as concentracfes tanto de
quitosana como de TPP. Sistemas coloidais com particulas em menores tamanhos destacam-se
tanto do ponto de vista de encapsulagdo, pois ao encapsular um componente a tendéncia é
aumentar o tamanho das particulas em suspensao, quanto do ponto de vista alimenticio para
consumo, ja que particulas menores terdo menor interferéncia na alteracéo de sabores (FAN et
al., 2012).

Pela Figura 19B, referente a superficie de resposta para o potencial Zeta, € notavel que os
valores aumentam a medida em que a concentracdo de quitosana também aumenta e a
concentracdo de TPP diminui. O potencial Zeta é o potencial elétrico no plano hidrodinamico
de cisalhamento entre a superficie da particula carregada e o meio dispersante. Assim, a medida
de potencial Zeta permite verificar a estabilidade por cargas das particulas e, consequentemente,
a estabilidade da suspensdo coloidal. De acordo com sistemas modelos, valores maiores, em
maodulo, que 30 mV permitem predizer essa estabilidade, em que as forcas repulsivas entre as
particulas sdo predominantes em relacdo as forcas atrativas (principalmente van der Walls)
(SHAW, 1992). Para nanoparticulas de quitosana, este valor pode estar em 20 mV (FAN et al.,
2012; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para a determinacdo da condicdo Otima de concentracBes de quitosana e TPP, foi
necessario encontrar um ponto cuja proporcao contemplasse um menor tamanho de particula e
um valor de potencial Zeta maior que = 20 mV. O ponto 1 (Tabela 5) foi escolhido como 6timo,
uma vez que, como pode ser observado pelos graficos de superficie de respostas (Figuras 19A
e B), é o ponto em que se encontra particulas menores que 200 nm e com valores de potencial
Zeta acima de +20 mV. Além disso, este ponto segue a propor¢do de 3:1 (quitosana: TPP) que
é comumente utilizada na literatura. Cada unidade da molécula de quitosana contém um sitio
positivo de NH3", que interage com um do trés sitios negativos de uma unidade de TPP, como
ja demonstrado na Figura 2, o que justifica a condicdo ideal ser de trés unidades de quitosana
paraumade TPP (BRITTO etal., 2012; CUNHA; BARROS-ALEXANDRINO; ASSIS, 2007).

O ponto 1 foi analisado em triplicata a fim de verificar a confiabilidade do resultado,
obtendo-se um didmetro em torno de 164 nme +28 £ 2 mV.

Os resultados obtidos a partir desta primeira etapa foram utilizados para 1) estabelecer
qual concentracdo de quitosana seria utilizada para extracdo de compostos ativos do residuo da
polpa de acerola e para 2) determinar qual concentracgdo da solucéo de TPP para a formacao de
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nanoparticulas de compostos ativos com menores tamanhos de particulas e valor de potencial

Zeta acima de +20 mV.

5.2 Determinacéo de compostos ativos no residuo da polpa de acerola Umido e seco

O residuo da polpa de acerola apresentou, em base seca, 2,8 £ 0,0% de matéria mineral,
2,9 £ 0,2% de extrato etéreo, 8,3 + 0,3% de proteina bruta, 34,2 + 0,4% de fibra bruta e 52% de
carboidratos. O residuo também apresentou 77,0 £ 1,7% de agua.

Para a caracterizacao de compostos ativos, os residuos umido (Figura 9B) e seco (Figura
9C) foram caracterizados. O residuo Umido, apesar de triturado, continuou a apresentar uma
distribuicdo heterogénea. Ja apos a secagem e classificacdo por peneira, o material foi mais
homogéneo.

Na literatura, h& controvérsias sobre a caracterizagdo de residuos Umido ou seco. Estudos
que utilizaram o residuo do processamento de acerola em base Umida obtiveram bons resultados
na caracterizacdo de compostos ativos (NASCIMENTO et al., 2019; REZENDE; NOGUEIRA,
NARAIN, 2017; SANCHO et al., 2015). De acordo com Nascimento et al. (2019), a
caracterizacdo do residuo umido é utilizada para que ndo ocorra perda de nutrientes durante o
processo de secagem. No entanto, é confirmado que aquecimentos brandos podem melhorar a
extracdo de compostos presentes no material, ja que elimina a proporcao aquosa e favorece a
quantificacdo (BERY et al., 2014; AQUINO et al., 2010).

Os teores de vitamina C, antocianinas e CFT totais obtidos antes e apds secagem do

residuo da polpa de acerola constam na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores de vitamina C, antocianinas e compostos fenolicos totais (CFT), em mg/100 de
residuo (b.u ou b.s).

Residuo (b.u)  Residuo (b.s)
Vitamina C 2445+ 0,0 2805,4 + 138,0
Antocianinas 9,7+0,0 10,5+0,0
CFT 265,4 +0,0 339,3+0,5

Fonte: Autoria propria.

Foi obtido um total de 244,5 + 0,00 mg de vitamina C/100 g de residuo (b.u). Esta
concentracdo é maior que as obtidas por autores que utilizaram o residuo igualmente sem

tratamentos térmicos e acido oxalico como solugéo extratora. Sancho et al. (2015) e Sousa et
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al. (2011) relataram teores de 170,73 mg/100 g e 89,55 mg de vitamina C/100 g de residuo
(b.u), respectivamente.

Cefali et al. (2018) utilizaram polpa de acerola para a quantificacdo de vitamina C,
obtendo cerca de 273,2 mg de vitamina C/100 g de polpa, uma quantidade muito préxima a
obtida pelo residuo Umido neste trabalho. Além disso, o teor de vitamina C obtido no residuo
umido é ainda maior que o teor deste mesmo composto encontrado na polpa de outras frutas,
tais como: mamado (121,95 mg de vitamina C/100 g de polpa), goiaba (75,90 mg de vitamina
C/100 g de polpa), graviola (64,35 mg de vitamina C/100 g de polpa) e abacaxi (51,83 mg de
vitamina C/100 g de polpa) (SANCHO et al., 2015; SOUSA et al., 2011).

Em relacdo a fruta, um estudo de Cardoso et al. (2011) revelou cerca de 2294 mg de
vitamina C/100 g de acerola cultivada convencionalmente. Isso significa que, com o residuo
umido utilizado no presente trabalho, foi possivel recuperar até 8% de vitamina C presente na
fruta.

Em relacdo ao residuo seco, um total de 2805,4 + 138,0 mg de vitamina C/100 g de
residuo (b.s) foi obtido. Considerando que o residuo Umido possui cerca de 77% de agua,
esperava-se encontrar em torno de 1060,9 mg de vitamina C/100 g de residuo (b.s), 0 que mostra
que o processo de secagem ndo degradou a vitamina C. Como mencionado anteriormente, 0
residuo seco passou pelo processo de sele¢do por peneiras. Sabe-se que o tamanho de particulas
influencia na eficacia do processo de extragdo. Assim, no produto seco, a extracao foi facilitada
devido as particulas menores, mais homogéneas e devido a maior superficie de contato entre o
residuo e a solucdo extratora.

De forma geral, residuos com altas concentra¢@es de vitamina C apresentam potencial de
aproveitamento e aplicacdo, principalmente no ramo alimenticio. A vitamina C é uma vitamina
essencial, ndo sintetizada pelo organismo humano, sendo necessaria sua ingestdo pela dieta. De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a necessidade diaria de
vitamina C para adultos € de 45 mg/dia (VANNUCCHI; ROCHA, 2012). Portanto, o residuo
da polpa de acerola utilizado no presente trabalho, tanto tmido quanto seco, consiste em uma
fonte importante de vitamina C.

Quanto ao teor de antocianinas, quantidades muito préximas foram obtidas para os
residuos umido (9,7 mg de antocianinas/100 g de residuo) e seco (10,5 mg de antocianinas/100
g de residuo), o que indica que a secagem degradou estes compostos, Visto que esperava-se
cerca de 42,1 mg de antocianinas/100 g de residuo (b.s). Assim, aproximadamente 75% dos

compostos foram degradados com o processo de secagem.
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Sancho et al. (2015) obtiveram cerca de 60 mg de antocianinas/100 g de residuo da polpa
de acerola. Segundo os autores, 0s compostos sdo encontrados em maior quantidade nas cascas
das frutas quando comparado a por¢cdo comestivel. A presenca de compostos ativos na acerola,
incluindo antocianinas, aumenta com o0 grau de maturacdo da fruta. A coloracdo da casca da
acerola varia em uma escala de verde, que vai para alaranjado, no inicio da maturacéo, e chega
ao vermelho, quando totalmente madura (CRUZ et al., 2019; LIMA et al., 2003). Assim, a baixa
concentracdo de antocianinas encontradas no residuo (b.u e b.s) da polpa de acerola esta
relacionada a grande quantidade de sementes e carogos no residuo e ao grau de maturacao.

Outro fator importante na identificacdo das antocianinas € a instabilidade na presenca de
luz e a temperatura do meio. Lima et al. (2003) identificaram de 3,79 a 59,74 mg de
antocianinas/100 g de polpa de acerola, dependendo do grau de maturacgéo da fruta, e relataram
uma reducdo de até 23,6% de antocianinas nas polpas ao longo de seis meses de armazenamento
(em freezer doméstico com iluminacdo). Assim, é correto dizer que parte dos compostos
inicialmente presentes no residuo pode ter sido degradada desde a separacdo do residuo até a
sua caracterizacao.

A quantificacdo de CFT resultou em 265,4 + 0,0 mg de AG/100 g de residuo (b.u). O
valor esta proximo ao obtido por Sousa, Vieira e Lima (2011), em que foram quantificados
247,62 mg de AG/100 g de residuo (b.u) (em extrato hidroalcdolico). O valor encontrado é
também cerca de 53% acima da obtido por Sancho et al. (2015), em que uma quantidade de
173,30 mg de AG/100 g de residuo (b.u) foi relatada (em extrato metanolico). Quanto ao teor
de CFT no residuo seco, o esperado era cerca de 1153,9 mg de AG/100 g de residuo (b.s), no
entanto, foi quantificado apenas 339,3 + 0,5 mg de AG/100 g de residuo (b.s), o que indica que
0 processo de secagem ndo foi efetivo para a quantificacéo.

Os teores de CFT encontrados para os residuos, tmido ou seco, destaca-se em relacéo a
residuos de polpas de outras frutas que recebem interesse por sua alta concentragdo de fendlicos,
tais como: manga (42,30 mg de AG/100 g de polpa), mamao (34,65 mg de AG/100 g de polpa),
goiaba (24,66 mg de AG/100 g de polpa) e abacaxi (15,18 mg de AG/100 g de polpa)
(SANCHO et al., 2015; SOUSA et al., 2011).

Na fruta, Delva e Goodrich-Schneider (2013) relataram uma concentracdo maxima de
1628,5 mg de AG/g de acerola e afirmam que os compostos correspondem até 36,5% da
atividade antioxidante presente nas propriedades da acerola. Sendo assim, pode-se dizer que 0
residuo caracterizado no presente trabalho apresenta consideraveis propriedades antioxidantes.

De forma geral, o residuo do processamento da polpa de acerola apresentou importantes

teores de compostos ativos. Comprovou-se a viabilidade dos processamentos de secagem e
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classificacdo por peneira para a extracdo de vitamina C e a ndo eficacia para os CFT e
antocianinas. Portanto, o residuo umido foi escolhido para dar sequéncia ao trabalho, pois
mostrou ser uma fonte de compostos ativos e o seu uso desta forma é promissor do ponto de
vista industrial, ja que dispensa processamentos adicionais, barateando a extracéo e otimizando

0 tempo.

5.3 Otimizacao e caracterizacdo do extrato de quitosana com ativos

5.3.1 Otimizacao da extracao de compostos ativos do residuo da polpa de acerola em

suspensao de quitosana utilizando metodologia de superficie de resposta

A partir da determinacdo da concentracdo 6tima de quitosana (3,88 mg/mL no preparo
inicial) realizada em teste preliminar, deu-se sequéncia extraindo compostos ativos nesta
suspensdo. A suspensdo de quitosana ndo foi um bom meio de extracdo para vitamina C e
antocianinas. Por outro lado, elevados teores de CFT foram quantificados no extrato, o que
justifica a escolha deste composto como resposta para o planejamento proposto.

Nesta etapa, 11 ensaios foram realizados variando a massa inicial de residuo (b.u) e o
tempo de extracdo em ultrassom de ponteira, conforme obtido por DCCR 22. A resposta para 0

planejamento foi a quantidade de CFT extraidos em quitosana, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores de compostos fendlicos totais (CFT) (mg AG/100 g de residuo (b.u)) a partir da
extragdo variando a massa inicial de residuo (b.u) (em g/50 mL de suspensdo de quitosana 3,88 mg/mL)
e 0 tempo de extragdo (min).

Ensaios Massa inicial de residuo Tempo de extracéo CFT
(X1) (X2)
1 3,59 (-1) 18,00 (-1) 325,08
2 6,41 (+1) 18,00 (-1) 200,61
3 3,59 (-1) 53,00 (+1) 328,48
4 6,41 (+1) 53,00 (+1) 192,30
5 3,00 (-1,41) 35,00 (0) 355,17
6 7,00 (+1,41) 35,00 (0) 182,09
7 5,00 (0) 10,00 (-1,41) 235,61
8 5,00 (0) 60,00 (+1,41) 243,80
9 5,00 (0) 35,00 (0) 222,51
10 5,00 (0) 35,00 (0) 248,31
11 5,00 (0) 35,00 (0) 229,88

(X1) e (X2): valores codificados.
Fonte: Autoria propria.
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Atraveés dos resultados da Tabela 8, foi possivel avaliar os efeitos da massa inicial de
residuo (b.u) e do tempo de extracdo no teor de CFT. Pelo diagrama de Pareto (Figura 20),
observa-se que os parametros quadratico (X1(Q)) e linear (X1(L)) da quantidade de massa inicial
de residuo em relacdo a suspensao de quitosana tiveram efeito significativo positivo e negativo,
respectivamente, o que significa que a diminuicdo da quantidade de massa inicial,
independentemente do tempo da amostra em ultrassom, resulta em um maior teor de CFT pela

menor relacdo residuo:solvente.

Figura 20 - Diagrama de Pareto considerando a respostas de teor de compostos fenolicos totais (CFT)
com efeito em nivel de significAncia de 95% de confianga (p=0,05).

-17,4801

X1 (L)

4,513217

X1(Q)

X2 (Q) © 1,145143

X1 (L) x X2 (L) % 0,572866
X2 (L) EE% 0,2297821
p=0,05

X1 =massa inicial de residuo (g); Xz = tempo de extragdo em ultrassom (min); (L) = referente ao parametro linear;
(Q) = referente ao parametro quadratico.
Fonte: Autoria propria.

Os valores de CFT apresentados na Tabela 8 foram ajustados ao modelo quadréatico
polinomial segundo o DCCR 22 a 95% de confianga. Os coeficientes de regressio e a analise
de variancia (ANOVA) para estas variaveis de resposta estdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Coeficiente de regressdo e analise de varidncia (ANOVA) para a varidvel de resposta
compostos fendlicos totais (CFT, em mg de AG/100 g de residuo (b.u)) (Y1).

CFT (Y1)
Bo 39,57*
Coeficientes lineares
B1 -17,48*
B2 0,23
Coeficientes quadréaticos
B 451%*
B 22 1,14
Interacéo
B12 0,57
R? 0,98
Fcalculado 27,75
Ftabeladol (p=0,05) 3,84
Ffalta de ajuste 2,20
Ftabeladoz (p=0,05) 19,33

Fcalculado>Ftabe|adol: mOde|O SIgI’]IfIC&tIVO,

Fralta de ajuste<Frabelado: Modelo significativo e preditivo, p<0,05 (95% de confian¢a) para Y1.
* Indica significancia a 95% de intervalo de confianca.

Fonte: Autoria propria.

Pode-se observar que os coeficientes médios (Bo), linear referente a massa de residuo
inicial (B1) e quadratico, também referente a massa de residuo inicial (B11), tiveram efeito
significativo a 95% de intervalo de confianca, como ja havia sido discutindo anteriormente pelo
diagrama de Pareto. O modelo foi significativo, pois observou-se que Fcaiculado (27,75) foi maior
que Ftabelador (3,84) e preditivo, pois Fraita de ajuste (2,20) foi menor que Fiapelado2 (19,33). Sendo

assim, foi possivel obter a superficie de resposta, apresentada na Figura 21.
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Figura 21 - Superficie de resposta referente ao teor de compostos fendlicos totais (CFT) variando a

massa inicial de residuo em relacdo a suspensdo de quitosana e o tempo de extracdo, obtida com nivel
de significancia de 95%.
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Fonte: Autoria propria.

E possivel observar que o tempo n&o interfere na extracio dos CFT e que, a partir da
proporcao de 6,41 g de residuo (b.u) para 50 mL de suspensao de quitosana 3,88 mg/mL, nao
héa alteracdes nos teores de CFT. Portanto, determinou-se que o ponto étimo para extracédo de
fendlicos foi a minima quantidade de residuo (b.u) (3,00 g) no menor tempo avaliado (10
minutos). O aumento na razao solvente:soluto (3,00 g de residuo (b.u):50 mL de quitosana 3,88
mg/mL) facilita o acesso do solvente ao subproduto e resulta em maior dissolucdo dos
componentes ativos na suspensdo. Enquanto o minimo tempo de extracao utilizando ultrassom
de ponteira € justificado pela emissdo de micro-ondas de alta frequéncia capazes de romper
rapidamente o tecido da matriz do residuo e liberar as substancias ativas no solvente (CHEMAT

etal., 2017; REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017).

O ponto determinado como 6timo foi analisado em triplicata e um teor de 412,3 + 13,3
mg AG/100 g de residuo (b.u) foi obtido. O estudo de CFT é uma forma de avaliar indiretamente
o0 potencial antioxidante de uma determinada amostra, ja que tem como principio medir o seu
poder redutor (KARAKAYA, 2004). Portanto, o alto teor de CFT obtido em quitosana também
demonstra a capacidade antioxidante da amostra Q-At. No entanto, é importante ressaltar que
0 método de Folin-Ciocalteu utilizado neste trabalho néo € especifico para grupos fendlicos, ja

que sofre interferéncias de outras substancias redutoras (como &cido ascérbico ou agucares)
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(IKAWA et al., 2003). Portanto, é coerente considerar que o alto teor de CFT obtido em
quitosana esta relacionado as interagdes entre os CFT e 0 meio, mas também as interacGes da
suspensdo de quitosana com possiveis interferentes. Portanto, ndo € possivel determinar, por
esta técnica, quanto dos compostos quantificados sdo de fato CFT ou interferentes. Por
convencgado, optou-se por chamar estes compostos redutores de “fendlicos totais” devido ao
amplo grupo de substancias fenolicas (flavonoides e acidos fendlicos) que sdo mais comuns de
serem encontradas em fontes naturais como o residuo da acerola (IKAWA et al., 2003; PEREZ-
JIMENEZ, 2008).

5.3.2 Capacidade antioxidante do extrato de quitosana com ativos

Tendo em vista que a suspensdo de quitosana demonstrou ser um bom meio de extracdo
para CFT, os extratos também foram caracterizados e comparados de acordo com a sua
capacidade antioxidante, estudada pelos métodos de reducéo do ferro (FRAP) e de sequestro de
radical livre ABTS™.

Para comparacdo, extratos utilizando etanol e agua como meios de extracdo de CFT
também foram estudados. A extracdo foi realizada na mesma condicdo ja determinada como
Otima para Q-At: 3,00 g de residuo (b.u) em 50 mL de solugcdo/suspensao extratora submetidos
a 10 minutos de extracao.

Os teores de CFT (em mg de AG/100 g de residuo (b.u)) e as capacidades antioxidantes

(em pumol TEqg/g de residuo (b.u)) para cada um dos extratos estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Teor de compostos fendlicos totais (CFT, em mg de AG/100 g de residuo (b.u)) e
capacidades antioxidantes pelos métodos de ABTS.+ e FRAP (umol de TE/g de residuo (b.u)) para
extratos de compostos ativos em quitosana 3,88 mg/mL, agua mili-Q ou etanol 100%.

Meio de extracéo CFT ABTS* FRAP
Quitosana 3,88 mg/mL  412,3+13,3® 187+1,8° 642+23
Agua 587,8+14,9° 11,1+1,0° 63,0+4,2°
Etanol 100% 372,8+153° 106+0,8° 214+06°

a b, ¢ Apglise estatistica obtida por Turkey (p < 0,05). Letras diferentes na mesma coluna mostram que houve
diferencas significativas entre os resultados.
Fonte: Autoria propria.

O maior teor de CFT foi obtido em extrato aquoso (575,5 + 7,2 mg de AG/100 g de
residuo), seguido pelo extrato de quitosana 3,88 mg/mL (412,0 = 0,0 mg de AG/100 g de
residuo) e, por dltimo, pelo extrato de etanol 100% (372,8 + 15,3 mg de AG/100 g de residuo)
(Tabela 10). De acordo com Santos et al. (2017) e Kuskoski et al. (2006), os CFT sé@o os
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principais responsaveis pela atividade antioxidante de uma determinada espécie. Sendo assim,
ja era esperado que as medidas antioxidantes para extratos de quitosana e agua fossem maiores
que para o extrato de etanol, coincidindo de forma proporcional com os teores de CFT.

Estudos anteriores ja demonstraram a eficiéncia de extracdo de compostos ativos ou
antioxidantes em solucdes mistas de solventes aquosos e organicos, com diferentes polaridades
que colaboram para a extragdo de compostos com diferentes estruturas quimicas (PROESTOS;
KOMAITIS, 2008; WANG et al., 2008; LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005). Isso
justifica o fato de o extrato etandlico apresentar o menor teor de CFT, bem como menores
valores para a capacidade antioxidante, ja que, ao utilizar-se um Unico solvente organico, a
extracdo foi limitada aos componentes que interagiram e dependiam exclusivamente das
condicdes deste meio (polaridade e pH, por exemplo). No caso da agua, apesar de também ter
sido utilizado um Unico solvente para a extracdo, a polaridade € maior, favorecendo a interacédo
com os CFT do residuo da acerola, cuja predominancia de moléculas com grupos polares (como
quercetina e kaempferol) em sua composicdo ja € conhecida (BATAGLION et al., 2015).
Portanto, o alto teor de CFT (412,8 + 0,0 mg de AG/100 g de residuo (b.u)) obtido em suspenséo
de quitosana pode ser explicado pela composicdo do meio, que consistiu em uma alta
porcentagem de solucéo aquosa associada a presenca de componentes organicos (como o acido
acético e a prépria quitosana), e a sua boa interagcdo com os grupos funcionais dos CFT.

A suspensdo de quitosana mostrou ser um bom meio de extracdo para agentes
antioxidantes, além de ser um método inovador neste sentido, pois combina um método de
extracdo rapido para posterior producdo de nanoparticulas de quitosana pela técnica de

gelificacdo ibnica.

5.4 Encapsulacao dos compostos ativos pela técnica de gelificagdo ibnica e caracterizagédo

das nanoparticulas carregadas com ativos

5.4.1 Eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fendlicos totais

Apos a producdo das nanoparticulas utilizando a suspensdo de quitosana com ativos,
obteve-se uma eficiéncia de encapsulacdo dos CFT de 52% =+ 1. Isso significa que mais da
metade dos CFT extraidos em quitosana foram encapsulados, enquanto o restante foi mantido
livre em suspensdo. Como as particulas obtidas neste trabalho apresentaram cerca de 295 nm,
foi necessario empregar uma forga centrifuga para separar a por¢do encapsulada, mas, ainda

assim, ndo é garantido que 100% do encapsulado tenha sido identificado, j& que as
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nanoparticulas podem ser mantidas na suspensdo livre de extrato (a qual foi considerada como
porcdo ndo encapsulada). Ainda assim, a porcentagem de encapsulacdo dos CFT provenientes
de uma fonte natural foi maior do que o que ja foi estudado na literatura para antioxidantes
sintéticos, como o padréo de acido ascérbico, em que a eficiéncia de encapsulacédo variou de 15
a28% (BRITTO et al., 2014; BRITTO et al., 2012).

A alta eficiéncia de encapsulacao destes CFT pode ser justificada pela boa interacéo entre
os sitios livres do complexo Q-At e o TPP, resultando na formacdo das NpQ-At, cuja
organizacdo mais provavel é o esquematizado por Matalanis, Jones e Mcclements (2011) nas
Figuras 5B e C, em que o CFT foram mantidos coesos por ligacdes eletrostaticas por toda a

rede que é formada entre o TPP e 0 Q-At.

5.4.2 Tamanho de particulas, morfologia e potencial Zeta

A andlise de distribuicdo de tamanho de particulas para as NpQ e para as NpQ-US
permitiu verificar a influéncia do processo de ultrassom na estrutura da quitosana. Para as NpQ-
At, a analise permitiu comprovar a encapsulacdo dos CFT pelo aumento do tamanho.

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores de tamanho das nanoparticulas, indice de
polidispersividade e potencial Zeta. Na Figura 22, é mostrado o perfil representativo de

distribuicdo de tamanho para as nanoparticulas.

Tabela 11 — Valores de distribuicdo de tamanho de particulas (D1, D2 e D3, em nm), indice de
polidispersividade (IDP) e potencial Zeta (em mV) para as NpQ, NpQ-US e NpQ-At.

D1 D2 D3 IDP Potencial Zeta
NpQ 33 164 - 0,28 +0,2 +28,0+2,0°
NpQ-US - 190 - 0,17+0,1 +31,8+0,7°

NpQ-Ac 38 295 5339 047%0,0 +27,4+0,9°

a b, ¢ Apglise estatistica obtida por Turkey (p < 0,05). Letras diferentes na mesma coluna mostram que houve
diferengas significativas entre os resultados.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 22 - Gréfico de distribuicdo do tamanho de particulas para as NpQ, NpQ-US e NpQ-At.
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Fonte: Autoria propria.

As NpQ sdo caracterizadas por uma distribuicdo bimodal bem definida, com um pico em
33 nm (D1), que corresponde a 8% da fracdo de nanoparticulas, e um pico de maior intensidade
em 164 nm (D2), que corresponde a fracdo restante (92%). As NpQ-US apresentaram um perfil
mais homogéneo, com um Unico pico concentrado em 190 nm (D2). Este perfil pode ser
associado ao efeito do ultrassom de ponteira, que promove a decomposi¢do das moléculas de
quitosana agregadas em grupos menores, favorecendo as interagdes com o TPP. A distribuicdo
monomodal e mais estreita para as NpQ-US é confirma pelo IDP, cujo valor é inferior ao
observado para as outras amostras. Um valor mais alto de potencial Zeta para NpQ-US também
indicou que o ultrassom reduziu a tendéncia de formagdo de agregados. Para as NpQ-At,
observa-se que o uso de ultrassom para extrair os CFT associado ao posterior processo de
gelificacdo para aprisionar estes compostos resultou em um perfil trimodal de distribui¢cdo. Um
pico amplo e pouco intenso é observado em 38 nm (D1), compreendendo a 16% do total de
nanoparticulas formadas. Um segundo pico, que corresponde a maior fracdo de nanoparticulas
(82%), € observado em 295 nm. Por altimo, 2% da frag&o total é observada em 5339 nm (D3),
correspondendo a aglomeragfes ou impurezas.

As diferencas entre nanoparticulas de ativos e vazias estdo relacionadas a competicao
entre 0s grupos amino da quitosana e os locais interativos no TPP e nos compostos extraidos.
Na formacdo de particulas vazias, o numero de grupos amino livres no esqueleto da quitosana

€ maior do que aqueles ap6s a extracdo de CFT, em que os sitios da quitosana interagem com
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0s componentes. Portanto, a reticulacdo entre a quitosana e o TPP é maior do que a reticulacdo
entre o complexo Q-At e o TPP, o que explica a distribuicéo irregular e dispersa dos tamanhos,
que pode ser confirmada pelo maior valor de IDP. O numero de sitios livres para a reticulacdo
estd também relacionado a carga superficial das nanoparticulas, o que pode ser observado pela
diferenca significativa entre os valores de potencial Zeta das NpQ-US e as NpQ-At, indicando
que a estabilidade das cargas foi influenciada pela presenca dos CFT. Este perfil de
comportamento, em que observa-se um aumento no didmetro de particula e uma diminuicao no
potencial Zeta, também foi relatado por Britto et al. (2012) na encapsulacdo de vitamina C e
vitamina B12 pelo sistema de gelificagdo ionica utilizando quitosana:TPP. Nascimento et al.
(2019) também encapsularam o extrato do residuo de acerola pelo sistema de gelificacdo i6nica,
obtendo um diametro em torno de 220 nm e potencial Zeta de +21 nm, valores muito préximos
aos obtidos neste trabalho.

O perfil de distribuicdo de tamanho das NpQ e NpQ-At foi observado por microscopia.
A imagem das NpQ (Figura 23A) revela nanoparticulas quase esféricas com distribuicdo de
tamanho semelhante a indicada na Tabela 11. As NpQ-At (Figura 23B) apresentaram um
aspecto granular, que pode estar associado a coalescéncia espontanea que ocorreu durante a

preparacdo da amostra para a microscopia.

Figura 23 - Imagem de microscopia (MEV-FEG) para as (A) NpQ e (B) NpQ-At.
Cocr)

Fonte: Autoria propria.
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5.4.3 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia de infravermelho refere-se a identificacdo de grupos de
atomos que aparecem na forma de bandas de um dado espectro. Como cada comprimento de
onda de uma absor¢do depende das massas relativas dos atomos, das constantes de formacao
das ligacGes e da geometria dos atomos, é possivel identificar grupos funcionais especificos de
cada um dos ensaios. Neste trabalho, a técnica foi utilizada para fins qualitativos, a fim de
confirmar a formacéo de nanoparticulas (NpQ e NpQ-At) e a extracdo de compostos ativos em
suspensdo de quitosana (Q-At). Para comparacéo, espectros de Q e TPP puros também foram
analisados (Figura 24).

O espectro de TPP ¢ caracterizado por picos intensos na faixa de 1208 e 1135 cm™,
relacionados a vibragdo simétrica e assimétrica de alongamento dos grupos fosfato (—PO.). O
pico em 884 cm! é referente ao alongamento assimétrico de P-O—P (ANTONIOU et al., 2015).

No espectro de Q, bandas tipicas sdo observadas nas regides de 3320 e 2870 cm™. A
banda em 3320 cm™ corresponde ao alongamento axial de —OH, que pode ser sobreposto aos
picos de ligagcdo N—H. Na regido de 2870 cm™, uma pequena banda ¢ identificada e atribuida a
deformacéo axial do C—H (ANTONIOU et al., 2015; CHAVES et al., 2009). A banda em 1648
cmt é atribuida ao grupo —CONH, da amina primaria e esta associada & deformacio axial de
C=0, referente a possiveis remanescentes de quitina ainda presentes na quitosana. A banda ao
lado, em menor intensidade e em torno de 1570 cm, é atribuida a amina secundaria (-NH). O
pico amplo em 1026 cm™ indica vibracio de alongamento de C—O (MARTINS et al., 2012;
XU; DU, 2003).

Apos o processo de gelificacdo ibnica, sdo observadas bandas especificas para as NpQ.
O deslocamento da banda de 3320 cm™ da Q para 3268 cm™ sugere que houve alteragdes nas
ligacGes de hidrogénio nos grupos —OH. O pico em 1208 cm™, referente ao alongamento de P—
O na estrutura do TPP, apareceu no espectro de NpQ em 1218 cm™ como resultado da
reticulacéo entre quitosana e TPP (ANTONIOU et al., 2015; MARTINS et al., 2012; Ql et al.,
2004). No espectro de Q, as vibracdes de pico referentes a amina primaria (1648 cm™) e
secundaria (1570 cm™) sdo deslocadas para 1638 e 1542 cm™ no espectro de NpQ, sinais
atribuidos a protonacéo destes grupos, que formam NHs* quando em solucédo de &cido acético
1% (ANTONIOU et al., 2015; QI et al., 2004). Os picos em 1370 e 1317 cm™ no espectro de
Q desaparecem no espectro de NpQ e, em 1410 cm™, um novo pico é observado, indicando a
presenca dos grupos P—O. Os sinais mostram que a reticulacéo foi eficaz por meio de interagdes
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ibnicas entre por¢des P—O com carga negativa dos grupos fosfato do TPP e porcdes protonadas
NHs" das cadeias de quitosana (MARTINS et al., 2012).

O pico de 3320 cm™ no espectro de Q ¢ deslocado para 3264 cm™ no espectro de Q-At e
um aumento consideravel na intensidade é observado, o que esta relacionado a vibragdo —OH,
grupo presente na molécula de quitosana e também nas moléculas de compostos do subproduto
da acerola, como &lcoois, fendis e acidos. O pico em 2880 cm™ é atribuido as vibragoes
simétricas de alongamento de compostos contendo C—H,. O sinal em 1570 cm™ esta associado
a presenca de lignina, proveniente de remanescentes da porcao fibrosa do residuo, enquanto os
sinais observados em 1378, 1313 e 1245 cm™ estdo relacionados as vibracdes de N-H (SILVA
et al., 2020). A banda em 1260 cm™ refere-se ao alongamento C—O, caracteristica de CFT
(SCHULZ; BARANSKA, 2007). Os picos observados em 819 e 787 cm™ sdo causados pela
deformacéo de grupos C—H, caracteristicos da estrutura aromatica dos polifendis (BELWAL et
al., 2018; MARQUES et al., 2016; RAMOS-TEJADA et al., 2002).

Apos a formacdo de particulas de ativos, o espectro de NpQ-At apresenta vibracGes
semelhantes as observadas para Q-At. A principal diferenca entre eles é a mudanca na
intensidade de alguns picos, como observado em 1634 cm™ e 1566 cm™ e em 1410 cm™ e 1332
cm?, além de uma nova vibragio que aparece em 1295 cm™. Todas as mudangas estdo

relacionadas a interacdo idnica entre quitosana e TTP, como discutido anteriormente.
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Figura 24 - Espectros de FT-IR para TPP e Q puros e liofilizados de NpQ, Q-At e NpQ-At.
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Fonte: Autoria propria.

5.4.4 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica permitiu analisar a estabilidade do sistema em funcdo da
temperatura. A Figura 25 apresenta as curvas obtidas para (A) Q-At, (B) NpQ e (C) NpQ-At.

Em todas as curvas ha predominancia do perfil térmico da quitosana, pois este é o
componente mais estavel. Para Q-At (Figura 25A) sdo observados multiplos eventos térmicos,
iniciando pela evaporagdo da maioria dos constituintes volateis, principalmente a agua, com
descolamento maximo em torno de 109 °C (diminui¢do de 11% da massa total). A curva indica
duas degradacdes lentas: a 109 °C, atribuida ao extrato de compostos aquosos e volateis do
subproduto da acerola, e a 203 °C, atribuida ao inicio da decomposic¢éo das unidades acetiladas
e desacetiladas da estrutura da quitosana. As degradacdes térmicas ocorrem predominantemente
na faixa de 203 a 373 °C, com reducdo de massa de 33,2%. Neste intervalo, supde-se que todos
0s compostos extraidos ja estejam comprometidos e degradados. Acima desta temperatura, um
pico intenso centrado em 445 °C (perda de massa total de 62,8%) indica um processo de

carbonizacdo mais rapido até a completa pirdlise, terminando em uma massa residual de 7,6%.
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As NpQ (Figura 25B) mostram um perfil térmico tipico conforme relatado no sistema de
quitosana:TPP. Apds a evaporagdo da umidade (7,6%), um evento intenso a partir de 185 °C e
concluido a 363 °C, com maxima degradacao a 254°C, indica despolimerizacéo irreversivel
devido a divisdo da estrutura de quitosana associada a clivagem das ligac6es entre as moléculas
de quitosana e TPP (ALI; RAJENDRAN; JOSHI, 2011). Um evento menos intenso e lento
perto de 482 °C refere-se a pirdlise das estruturas restantes, resultando em uma massa residual
de 31%.

O comportamento térmico do sistema carregado (NpQ-At, Figura 25C) apresenta
decomposigéo em cinco fases, com uma inclinagdo suave do termograma, apontando para uma
estrutura mais estavel. Apds a evaporacdo da agua (11,5%), os eventos seguintes estdo
associados a evaporacdo de compostos aquosos e volateis presos nas capsulas de quitosana:
TPP (a 137 ° C). De 182 °C a 394 °C, as ligacOes ibnicas e a estrutura da quitosana sdo
degradadas, porém mais lentamente (0,21%/°C) do que o observado para as NpQ (0,30%/°C,
Figura 26B). A 308 °C, um decaimento reflete a ruptura de ligagdes mais fortes estabelecidas
entre a quitosana e a lignina restante em suspensdo, como observado nos espectros de FTIR. A
decomposicdo geral da estrutura ocorre em temperaturas mais altas. A massa residual apds o
ciclo térmico é medida em 22,6%, valor superior ao observado para Q-At (7,6%), sendo um

indicativo de uma melhor estabilidade térmica do sistema encapsulado.



Figura 25 - Termogramas para liofilizados de (A) Q-At, (B) NpQ e (C) NpQ-At.
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5.5 Aplicacéo de coberturas ativas em goiabas frescas

5.5.1 Teor de compostos fenolicos totais nas coberturas ativas

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de pH para as suspensdes de cobertura no dia
de preparo e 18 dias depois. Para as suspensdes contendo ativos, é também apresentado 0s

teores de CFT. Para as NpQ-At, a eficiéncia de encapsulacdo dos CFT foi verificada.

Tabela 12 - Valores de pH, teor de compostos fendlicos totais (CFT, em mg de AG/100 g de
residuo (b.u)) e EE (%) dos CFT.

Suspensao pH CFT EE
de cobertura Dial Dial8 Dial Dia 18 Dial Dia 18
Q 41 3,9 - - - -
NpQ 4,1 42 - - - -
Q-At 3,9 4,0 206,1+6,0 957+1.2 - -
NpQ-At 4,1 4,2 2443+50 1095+7,7 521 37x10

Fonte: Autoria propria.

N&o houve alteracdes significativas no pH das solu¢des ao longo dos 18 dias. Também
ndo houve diferenca na degradacdo de CFT para as suspensdes de ativos encapsulados (NpQ-
At, degradacdo de 55%) ou ndo (Q-At, degradacdo de 53%). No entanto, a maior por¢édo de
CFT que degradou para a suspensao de NpQ-At esta relacionada a por¢do que estava livre em
suspensdo de quitosana (porcdo ndo encapsulada), ja que, ao final dos 18 dias, a eficiéncia de
encapsulacdo dos CFT nas nanoparticulas ainda era de 37%, indicando que apenas 15% dos
CFT das nanoparticulas degradaram. Assim, espera-se que, a longo prazo, os teores de CFT
livres em suspensdo degradem exponencialmente com o tempo antes que ocorra a degradacédo

dos CFT encapsulados, que ainda estardo retidos nas nanoparticulas.

5.5.2 Caracterizacao das goiabas

Uma analise subjetiva da qualidade das frutas é através da sua aparéncia, o primeiro
ponto a ser observado pelo consumidor, ja que que a coloracdo e auséncia de danos aparentes
sédo parametros exigidos no momento da compra (NAIRA; SAXENA; KAURB, 2018). Na
Figura 26 sdo apresentadas as replicatas de cada grupo de goiabas, com ou sem coberturas, ao
decorrer de 18 dias de armazenamento. As analises sequentes foram feitas até o dia 15, pois as

frutas do dia 18 ndo estavam mais adequadas para consumo.
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Figura 26 - Replicata de goiabas sem cobertura (BRANCO) e com coberturas (Q, NpQ, Q-At e NpQ-
At) utilizadas para andlises.
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Fonte: Autoria prépria.
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Os valores de L*, a* e b* utilizados na analise de cor estdo apresentados no Apéndice D
(Tabela 1).

O paramétro L* é referente a luminosidade da casca, indo de O (escuro/opaco) a 100
(branco). Para todos os tratamentos, houve um perfil semelhante na variacéo de L* (Figura 27),
em que observa-se um aumento de luminosidade ao decorrer de 11 dias de armazenamento e
um decaimento a partir do 11° dia. Isso ocorre porque, como a goiaba € uma fruta climatérica
(cujo processo de maturacdo continua a ocorrer no periodo pds-colheita), a tendéncia é que
ocorra um aumento da intensidade da cor da casca em um primeiro momento pos-colheita (indo
de verde intenso para amarelo intenso) e uma diminuigédo ao longo do armazenamento (indo de
amarelo intenso para amarelo opaco, passando pelos primeiros sinais de podriddo até ficar
completamente madura e escurecida). Portanto, a medida que a casca da fruta escurece e perde
parte da luminosidade, os valores de L* comecam a diminuir (CERQUEIRA et al., 2011; SA
et al., 2008).

Ndo houve diferencas significativas para L* entre os tratamentos no dltimo dia de analise,
no entanto, é possivel observar que os valores de luminosidade do dia 1 para o dia 15 foram
mais uniformes para as goiabas recobertas com NpQ-At (70,70 no dia 1 e 73,98 no dia 15). Este
parametro é evidenciado pela Figura 26, em que o tratamento utilizando NpQ-At foi o que
manteve uma maior homogeneidade na intensidade de coloracdo e o que mais demorou a

demonstrar sinais de escurecimento dos tecidos.

Figura 27 - Luminosidade (parametro L*) das goiabas durante 15 dias de armazenamento.
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Os valores de a* estdo relacionados a variacdo de cor entre verde (-a) e vermelho (+a),
enquanto o parametro b* esté relacionado a variacao de cor entre azul (-b) e amarelo (+b). A
partir dos valores de a* e b* foi possivel analisar o angulo Hue das cascas das frutas (Apéndice
D, Tabela 2). O H° é um atributo qualitativo de cor. Graficamente, considera-se o angulo de 0°
como a cor vermelha, o angulo de 90°, amarelo, o angulo de 180°, verde, e o angulo de 270°,
azul (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). Na Figura 28, é apresentado o grafico de H° em
funcdo do tempo de armazenamento para cada tratamento.

Observa-se que, no 4° dia, as amostras sem cobertura ja apresentavam uma diminuicédo
acentuada de H°, que vai de 276,90° (4° dia) para 121,47° (6° dia), indicando que foi a primeira
a iniciar a mudanca de coloracdo de verde para amarelo. Para as amostras cobertas com
suspensdes ndo particuladas, uma diminuicdo acentuada de H° ocorre apenas a partir do 8° para
0 11° dia: indo de 271,25° para 86,20° para Q e de 270,18° para 146,11° para Q-At. Os
tratamentos com nanoparticulas (NpQ e NpQ-At) tiveram uma variagdo de H° mais gradual ao
longo do tempo, 0 que esta associado a interagdo da maior area superficial das nanoparticulas
com a casca das frutas. Para o tratamento com NpQ-At, ha ainda uma menor variacdo de H° ao
final da anélise, indicando o efeito positivo dos ativos encapsulados.

A perda de cor verde esta relacionada a degradacao da molécula de clorofila, envolvendo
a enzima clorofilase. O aumento da atividade enzimatica esta associado a producao de etileno
durante o amadurecimento das frutas, que leva a uma degradacdo da clorofila e,
consequentemente, mudanca de coloracdo do verde para amarelo. A preservacdo da coloracao
verde observada para as frutas cobertas, principalmente com NpQ-At, cuja pigmentacdo
esverdeada manteve-se até o 13° dia, pode estar associada a formacdo de uma atmosfera entre
a superficie da fruta e a superficie da cobertura, que prolonga a degradacdo dos pigmentos pela
auséncia de oxigénio, retardando o desenvolvimento de cores indesejaveis (ARROYO et al.,
2019; PEREZ-GUZMAN; SAUCEDO-VELOZ; ARANA-ERRASQUIN, 1999).
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Figura 28 - Variagéo do angulo Hue (H°) para as goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento.
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Fonte: Autoria propria.

Durante os 15 dias de armazenamento, todas as amostras apresentaram perdas de massa
continuas (Apéndice D, Tabela 3). As goiabas cobertas com NpQ-At apresentaram a menor
taxa de perda de massa ao final dos 15 dias (17,13%) em comparagao aos outros tratamentos.
Apesar deste valor ndo ser estatisticamente significativo quando comparado aos demais,
observou-se que a taxa de diminuicdo didria de massa para as amostras cobertas com NpQ-At
foi de 1,11%/dia, enquanto as perdas nos demais tratamentos variaram entre 1,20 e 1,24%/dia
(Figura 29), o que permitiu concluir que houve um efeito de barreira a transpiracdo da fruta.

A perda de massa da fruta esta diretamente relacionada a perda de &gua, ja que é uma
forma de minimizar a difusdo e a transpiracdo, mas ndo € a Unica consequéncia deste fator e,
portanto, deve estar relacionada com outras caracteristicas durante o amadurecimento. No
periodo pds-colheita, a perda de &gua desintegra a membrana celular e causa outras alteracdes
irreversiveis na fruta, como o murchamento, perda de brilho e podriddo aparentes (DIAZ-
PEREZ, 2019). Estas caracteristicas indesejaveis foram observadas no tratamento sem
cobertura entre os 8° e 11° dias de analise, enquanto as demais frutas permaneciam adequadas
para o consumo até o dia 13. No dia 15, as Unicas frutas que ainda ndo apresentavam sinal de
podriddo eram aquelas recobertas com NpQ-At (Figura 26).

Os resultados indicaram que todas as coberturas foram efetivas na preservacdo das
caracteristicas fisicas ao longo de 13 dias, mas que apenas a cobertura de NpQ-At resultou em
uma menor perda de massa em relacdo ao controle e menos danos aparentes no decorrer de todo
0 periodo de armazenamento (15 dias). A maior eficiéncia da cobertura de NpQ-At esta

relacionada tanto a area superficial das nanoparticulas quanto a presenca dos ativos. No entanto,
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melhorias podem ser realizadas a fim de otimizar esta cobertura. Um estudo realizado por
Cerqueira et al. (2011) mostrou que a variagdo na perda de massa diminui conforme aumenta-
se a concentracdo de quitosana em suspensdo, sendo que solucdes de quitosana a 6% foram as
que melhor evitaram a perda de massa ao decorrer do armazenamento. Assim, uma alternativa
para melhorar o papel da cobertura de NpQ-At em relacdo a perda de massa seria aumentar a

concentracdo de nanoparticulas em suspenséo.

Figura 29 - Grafico de perda de massa (%) das goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento e
equac0es lineares provenientes de cada tratamento.
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Fonte: Autoria propria.

A medida de firmeza é um dos principais parametros para o grau de maturacéo da fruta,
sendo que maiores valores de firmeza indicam menores graus de maturagéo (YILDIZ; WILEY,
2017). Os resultados mostraram que a firmeza das goiabas diminuiu com o armazenamento em
todos os tratamentos (Apéndice D, Tabela 4), indicando perda da integridade estrutural dos
tecidos da polpa e da casca decorrente do amadurecimento. No entanto, as goiabas recobertas
estavam mais firmes no 15° dia de analise (entre 10,20 e 17,09 N) do que as sem coberturas
(7,30 N), o que indica que houve um amadurecimento mais rapido destas ultimas. Entre as
goiabas cobertas com NpQ-At e Q-At ndo houve diferenca significativa na firmeza no altimo

dia de analise, mas foi observado, pela Figura 30, que a diminuicao de firmeza foi mais gradual
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para as frutas cobertas com NpQ-At do que para as demais. No dia 15, a perda de firmeza para
as goiabas cobertas com NpQ-At era de 57% em relagdo ao dia 1, enquanto que, para as demais,
a variacgdo foi entre 60 (Q-At) e 81% (BRANCO).

Os valores de firmeza das frutas recobertas coincidem com a mudancga na pigmentacao
das cascas da fruta, a depender do grau de maturagéo (de verde, quando menos maduras, a
amarelo, quando mais). Houve uma perda da coloracdo verde de forma gradual para os
tratamentos, sendo a amostra sem cobertura a primeira a perder a coloracdo verde (4° dia),
seguida pelas amostras cobertas com Q, Q-At e NpQ (cuja perda de coloracdo verde variou
entre os 8° e 11° dias). O tratamento com NpQ-At foi o que mais reteve a pigmentacao verde,
bem como a firmeza ao final dos 15 dias de analise, o que indica que esta cobertura foi efetiva

em retardar a maturacéo da fruta.

Figura 30 - Gréfico de perda de firmeza (N) das goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento e
equacOes potencial para os tratamentos sem cobertura (BRANCO) e com NpQ-At.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo propds uma metodologia eficiente de extracdo assistida por ultrassom
de ponteira de CFT provenientes do residuo da acerola utilizando suspensdo de quitosana, uma
vez que foram obtidas quantidades tdo altas quanto as obtidas para extratos em &gua. A
otimizacdao do processo de extracao foi realizado usando MSR e uma condicao ideal foi definida
(3,0 g de residuo (b.u)/50 mL de suspensdo de quitosana e 10 min de extracéo). Este passo foi
importante para facilitar o processo de encapsulacdo de CFT em particulas de quitosana: TPP.
As particulas de ativos apresentaram 52% de eficiéncia de encapsulacédo, diametro na faixa do
submicrometro e valores dentro do esperado para potencial Zeta. O FT-IR confirmou a
formagcdo de particulas de quitosana:TPP e o TGA indicou uma melhor estabilidade térmica do
sistema encapsulado, em comparacdo com as particulas vazias. Esta parte do trabalho
apresentou um método viavel de extrair e encapsular compostos ativos do ponto de vista
industrial, uma vez que as sinteses podem ser realizadas rapidamente em larga escala.

A aplicacdo de nanoparticulas de quitosana e ativos do residuo de acerola como
coberturas ativas para goiabas mostrou ser uma alternativa de uso importante do material. O
tratamento com NpQ-At foi mais eficaz em relacdo aos outros tratamentos, ja que prolongou o
tempo de maturacdo das frutas, manteve as goiabas com a casca verde por mais tempo, reteve
a maior firmeza e apresentou menores indices de podriddo aparente, fatores que influenciam na
comercializacdo da fruta e que foram melhorados com a aplicacéo da cobertura.

Assim, este trabalho oferece uma alternativa sustentavel para o aproveitamento do residuo
agroindustrial da acerola e para a conservacdo de goiabas, consistindo, portanto, em um
processo ciclico, em que residuos alimentares obtidos no periodo pds-colheita sdo utilizados

para evitar a geracdo de novos lixos e o desperdicio de alimentos também na pos-colheita.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Expandir este estudo para residuos de outras polpas;

e analisar o extrato de quitosana com ativos por Espectrometria de massa para identificar
0S compostos ativos majoritarios;

e estudar a estabilidade e cinética de liberacdo dos compostos encapsulados em
nanoparticulas;

e otimizar a concentracdo de particulas para aplicacdo como cobertura e aumentar o
numero de frutas nos ensaios para diminuir o coeficiente de variagdo dos dados;

o verificar a presenca de ativos nas frutas recobertas com suspensdo de nanoparticulas

carregadas com ativos.
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APENDICE A — Condicdes cromatograficas utilizadas para a caracterizagio de vitamina C no

residuo da polpa de acerola umido.

A Tabela 1 mostra os valores de concentracao (C) de padréo de vitamina C em pg/mL de
acido oxalico 2% (m/v) e as respectivas areas obtidas a partir dos sinais dos cromatogramas.
Na Tabela 1, também constam o tempo de reten¢do (Tr’) em minutos para cada amostra e o

fator de linearidade (FL) dos resultados (calculado pelo produto da &rea pela concentracao).

Tabela 1 - Valores de concentracdo (ug/mL), area (ua), tempo de retengdo (min) e fator de linearidade

APENDICES

(FL) referentes aos pontos da curva de calibracao.

C Area Tr’ FL
9,60 310738,6 4,92 32368,6
7,68 243849,5 4,90 31751,2
5,76 200087,1 4,86 34737,3
3,84 120633,8 4,82 31415,1
0,96 12926,5 4.67 13465,1

Fonte: Autoria propria.

A Figura 1 mostra a curva de calibracdo utilizada para padronizacdo externa (y=34204x-

12802, com r2=0,9931), com base nos valores de concentracdo e area da Tabela 1.

Figura 1 - Curva de calibracdo utilizando solu¢6es padréo de vitamina C.
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Na Figura 2, constam 0s cromatogramas obtidos para o padréo de acido ascérbico (com
tempo de retencdo em 4,929 min, Figura 2A) e para o extrato em acido oxalico (com tempo de
retencdo em 4,934 min, Figura 2B), cuja area obtida foi 238588,7 UA.

Figura 2 - Corridas cromatogréaficas realizadas para (A) o padrédo de acido ascorbico e para (B) o extrato
do residuo da polpa de acerola imido. As condi¢des cromatograficas foram: C18 Shim-pack GIST (250
mm x 4,6 mm x 5 um), mantida a 30 °C; amostragem de 10 puL; detector de arranjo de diodo (245 nm);
fase mdvel de &gua aceidificada com acido formico (pH 3,0); eluicdo isocratica com fluxo de 0,9
mL/min; tempo total de corrida cromatogréafica de 9 min.
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APENDICE B - Condicdes cromatograficas utilizadas para a caracterizagéo de vitamina C no
residuo da polpa de acerola seco.

A Tabela 1 mostra os valores de concentracao (C) de padréo de vitamina C em pg/mL de
acido oxalico 2% (m/v) e as respectivas areas obtidas a partir dos sinais dos cromatogramas.
Na Tabela 1, também constam o tempo de retencdo (Tr’) em minutos para cada amostra e 0

fator de linearidade (FL) dos resultados (calculado pelo produto da &rea pela concentracao).

Tabela 1 - Valores de concentracdo (ug/mL), area (ua), tempo de retengdo (min) e fator de linearidade
referentes aos pontos da curva de calibrag&o.

C Area Tr FL
100,4 2535338,5 5,050 252524
80,32 1985732,5 5,049 247228
60,24 1422578,6 5,047 23615,2
40,16 1122288,2 5,043 279454
20,08 557518,4 5,048 27764,9
10,04 268037,2 5,046 26696,9

Fonte: Autoria propria.

A Figura 1 mostra a curva de calibracdo utilizada para padronizacdo externa neste
trabalho (y=24754x-41703, com r2=0,9926), com base nos valores de concentracdo e area da
Tabela 1.

Figura 1 - Curva de calibracdo utilizando solug6es padréo de vitamina C.
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Fonte: Autoria propria.
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Na Figura 2, constam 0s cromatogramas obtidos para o padréo de acido ascérbico (com
tempo de retencdo em 5,043 min, Figura 2A) e para o extrato em acido oxalico (com tempo de
retencdo em 5,044 min, Figura 2B), cuja area obtida foi 1128137,0 uA.

Figura 2 - Corridas cromatogréaficas realizadas para (A) o padrédo de acido ascorbico e para (B) o extrato
do residuo da polpa de acerola seco. As condi¢bes cromatograficas foram: C18 Shim-pack GIST (250
mm x 4,6 mm x 5 um), mantida a 30 °C; amostragem de 10 pL; detector de arranjo de diodo (245 nm);
fase mdvel de &gua aceidificada com acido formico (pH 3,0); eluicdo isocratica com fluxo de 0,9
mL/min; tempo total de corrida cromatogréafica de 9 min.
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APENDICE C - Gréficos de distribuicio de tamanhos de particulas para as suspensdes de
nanoparticulas de quitosana: TPP.

Figura 1 - Graficos de distribui¢do de tamanhos de particulas para as 11 suspensdes de nanoparticulas
de quitosana: TPP (em mg/mL, considerando as concentracdes finais apds gelificagdo ibnica).
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APENDICE D — Dados e tratamento estatistico dos resultados de caracterizacio das goiabas.
O teste Turkey foi realizado para todos os resultados e apresentado apenas para 0s que

apresentaram diferenca significativa (p < 0,05).

Tabela 1 - Valores dos pardmetros L*, a* e b* para as goiabas durante 15 dias de armazenamento.

Dial Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 11 Dia 13 Dia 15
L*
BRANCO 58,82 + 65,30 + 70,73 + 71,87 + 72,28 + 7191 + 70,37 +
2,97°¢ 1,39 1,01 1,42 0,75 1,47 2,94
Q 65,47 + 71,16 + 72,32 + 73,88 + 73,23 + 72,42 + 71,62 +
1,680 1,16 1,87 0,83 1,68 1,94 0,46
NpQ 61,17 + 68,70 + 71,42 + 72,10 + 73,51 + 73,84 + 73,05 +
1,93b¢ 2,45 1,28 1,48 1,41 1,00 1,56
Q-At 55,45 + 63,56 + 67,31+ 68,23 + 67,72 + 68,83 + 63,90 +
0,69¢ 1,12 1,85 2,38 3,94 2,54 9,18
NpQ-At 70,70 + 66,30 + 69,93 + 71,48 + 72,63 + 70,93 + 73,98 +
5,762 6,68 3,93 3,56 3,85 3,93 0,42
a*
BRANCO  -16,97 + -6,23 + -1,44 + 141+ 4,08 + 5,30 + 8,28 +
1,98 3,95P 3,65 2,56 1,90 1,27 1,12
Q -14,67 + -6,70 + 2,32 + -1,15 + 1,66 + 3,26 + 414 +
1,59 1,243b 0,68 0,78 0,86 2,19 1,24
NpQ -17,71+  -10,60 + -6,02 + 2,75+ -0,31+ 1,08 + 455+
0,86 1,902b 3,79 4,59 3,46 2,99 1,24
Q-At -17,72 £ -9,96 + -4,38 + -0,25 + 3,68+ 4,84 + 6,35+
0,19 1,182b 1,62 15 3,40 3,29 5,83
NpQ-At -17,81+ -13,28+ -8,31+ -4A7 + -0,47 £ 0,87 + 1,82+
1,39 2,352 2,55 3,11 2,07 1,89 1,37
b*
BRANCO 45,01 + 50,89 + 53,27 + 52,84 + 51,53 + 51,75 + 49,98 +
2,58 1,50 2,46 2,46 3,75 3,06 4,23
Q 46,77 £ 50,81 + 50,39 + 50,94 + 50,84 + 49,77 + 51,02 +
3,78 2,34 2,43 3,76 2,75 3,95 1,58
NpQ 43,95 + 51,99 + 53,42 + 53,96 + 54,94 + 55,07 + 50,63 +
2,55 2,86 4,26 441 6,03 6,04 2,40
Q-At 41,78 £ 52,57 + 55,86 + 55,39 + 54,93 + 55,04 + 52,24 +
1,91 4,06 3,40 4,29 4,83 3,79 10,54
NpQ-At 42,62 + 50,65 + 53,79 + 54,67 + 55,26 + 54,24 + 55,48 +
2,58 2,70 2,90 2,81 0,98 0,93 2,55

ab.c Andlise estatistica obtida por Turkey (p < 0,05). Letras diferentes na mesma coluna mostram que houve
diferencas significativas entre os resultados.
Fonte: Autoria prépria.



102

Tabela 2 - Valores de angulo Hue (H°) para as goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento.

Dial Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 11 Dia 13 Dia 15
BRANCO 290,39+ 276,90+ 12147+ 86,83 + 85,38 + 84,11 + 80,62 +
3,17 4,24° 140,84 0,56 2,43 1,58 0,48
Q 28755+ 27752+ 27263+ 271,25+ 88,12 + 86,20 85,34 +
3,24 0,39° 0,69 0,78 0,97 2,51 1,53
NpQ 29197+ 281,46+ 276,24+ 212,69+ 150,07+ 148,65 84,83 +
1,24 2,622b 3,40 106,86 107,28 106,97 1,63
Q-At 293,00+ 280,73+ 27443+ 270,18+ 146,11+ 84,93 + 82,34 +
0,88 1,012b 1,34 180,59 107,35 3,50 7,80
NpQ-At 292,75+ 284,73+ 27886+ 274,75+ 150,49+ 149,09+ 88,15 +
3,13 2,92 3,00 3,48 106,20 105,40 1,33

a5 ¢ Andlise estatistica obtida por Turkey (p < 0,05). Letras diferentes na mesma coluna mostram que houve

diferencas significativas entre os resultados.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3 - Perda de massa (%) das goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento.

Dial Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 11 Dia 13 Dia 15

BRANCO 0,00 4,00 £ 6,46 9,62 13,40 + 16,80 £ 17,51
0,57 1,04 1,55 2,10 2,56 1,66

Q 0,00 3,90 £ 6,37 = 9,36 + 13,00 + 15,87 + 18,49 +
0,18 0,23 0,35 0,49 0,63 0,40

NpQ 0,00 3,63+ 5,96 + 8,78 £ 12,13 + 14,94 + 19,32 £
0,49 0,87 1,20 1,70 2,02 2,95

Q-At 0,00 3,98 + 6,57 9,66 + 13,41 + 16,35 + 19,17 +
0,51 0,83 1,21 1,67 2,10 3,61

NpQ-At 0,00 3,52+ 5,89 8,67 £ 12,12 + 14,70 £ 17,13
0,06 0,10 0,19 0,35 0,40 0,07

Fonte: Autoria propria.
Tabela 4 - Perda de firmeza (N) das goiabas ao longo de 15 dias de armazenamento.

Dial Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 11 Dia 13 Dia 15

BRANCO 40,41 + 16,37 10,98 + 12,25 + 15,99 + 13,73 = 7,30 £
3,31 3,00° 2,41° 2,84P 3,46 1,743b 1,89¢

Q 33,52+ 19,88 + 17,52 + 19,35+ 14,82 + 9,56 + 10,20 £
9,06 4,81°¢ 2,772P 3,052p 1,77 1,86° 2,15b0¢

NpQ 34,58 + 24,73 + 12,54 + 24,71 + 13,27 13,56 11,49 +

9,07 4,972bc 1,34° 7,592 1,85 2,382b 1,682b¢

Q-At 34,38 + 34,65 + 25,25 + 14,54 + 14,88 + 15,73 13,47 £
4,07 3,978 9,392 1,792b 1,61 0,742 3,062P

NpQ-At 39,95 + 30,03 = 14,21 + 12,05 + 14,35 + 13,97 = 17,09 +
9,87 4,27%b 1,842b 1,45° 2,28 0,90¢° 1,592

ab.c Apglise estatistica obtida por Turkey (p < 0,05)
diferengas significativas entre os resultados.

Fonte: Autoria propria.

. Letras diferentes na mesma coluna mostram que houve
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