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RESUMO

O processamento minimo de frutas e hortalicas oferece ao consumidor alimentos frescos e
praticos. Contudo, estes produtos perdem rapidamente a qualidade apds o processamento
devido as alteracBes fisicas e suas consequentes rea¢bes bioquimicas reduzindo o valor
nutricional, além de favorecer o crescimento de microrganismos patogénicos. Assim, este
trabalho objetivou desenvolver um sistema de embalagem ativa, consistindo de um
revestimento comestivel antimicrobiano para revestimento de meldo minimamente processado
a base de quitosana incorporado de compostos bioativos microencapsulados extraidos de
subprodutos do processamento de acerola (Malpighia emarginata D.C) visando a manutengéo
da qualidade e seguranca microbiolégica do produto. Os parametros de extracdo dos
compostos bioativos dos subprodutos liofilizados (semente, pelicula e fibras) foram
otimizados quanto a velocidade de rotacéo, tempo de extracdo, solugdo extratora e propor¢ao
subprodutos : solucdo extratora . O extrato apresentou alto teor de compostos antioxidantes,
principalmente polifendis. O revestimento utilizado nesse estudo foi produzido a partir da
mistura na propor¢do 1:1 ) de solucdo de quitosana 1% e extrato etandlico de compostos
bioativos, tendo a prdpria quitosana como material encapsulante. Dois tratamentos (meldes
revestidos e ndo revestidos) foram avaliados a cada 3 dias durante 12 dias de armazenamento
a 10°C + 1 quanto aos atributos de qualidade, compostos bioativos, atividade antioxidante
total, microorganismos deteriorantes e patogénicos (Salmonella spp e Listeria
monocytogenes). Os resultados demonstraram que o0 revestimento proporcionou aos meldes
menor perda de firmeza e de peso, além de maiores contelidos de flavondides amarelos e de
polifendis extraiveis totais, consequentemente elevada atividade antioxidante total quando
comparado ao controle. Foi obsevado acdo antimicrobiana contra bactérias (mesofilas,
psicotroficas e laticas), bolores e leveduras nos frutos revestidos. O produto apresentou-se em
conformidade com a RDC n° 12 da ANVISA cuja recomendagdo para frutas in natura é de
auséncia de Salmonela spp em 25 g. Portanto, este revestimento é uma alternativa viavel para
a manutencdo da qualidade de melGes minimamente processados, uma vez que proporcionou
a melhoria nutricional, atraves da manutencdo de compostos bioativos da fruta a seguranca,

além da extensao da vida util desse produto.

Palavras-chave: Cucumis melo L. Malpighia emarginata D.C. Subprodutos vegetais.

Quitosana. Microencapsulamento. Processamento minimo.



ABSTRACT

The minimal processing of fruits and vegetables offers the consumer food fresh and
practicality. However, these products rapidly lose quality after processing due to physical
changes and their consequential biochemical reactions that can reduce the nutritional value and
favours besides the growth of deteriorant and pathogenic microorganisms. Thus, this study
aimed to develop a system of active packaging, consisting of an microencapsulated
antimicrobial edible coating using chitosan added with bioactive compounds extracted from
byproducts of processing of acerola (Malpighia emarginata D.C.) for minimally processed
melon to maintain the quality and microbiological safety of this product. The parameters
extraction of bioactive compounds of lyophilized byproducts (seed, peel and fibers) were
optimized as the rotation speed, extraction time, extraction solution and by proportion:
extraction solution. The extract showed high content of antioxidants, especially polyphenols.
The coating was produced from the 1:1 mixture (v / v) solution of chitosan and 1% ethanolic
extract of bioactive compounds, and chitosan itself as the encapsulating material. Two
treatments (coated and uncoated melons) each 3 days during 12 days of storage at 10°C + 1
were evaluated as attributes of quality, bioactive compounds, total antioxidant activity,
spoilage and pathogenic microorganisms (Salmonella spp and Listeria monocytogenes). The
results showed that the coating samples provided the melons minor loss of firmness and
weight, increased the content of yellow flavonoids and total extractable polyphenols,
consequently high total antioxidant activity when compared to control cubes. Moreover, the
coating showed antimicrobial activity against bacteria (mesophilic, psicotrophic and lactic),
molds and yeasts in coated fruits. The novel product is according to RDC ANVISA 12° whose
recommendation for fresh fruits must be absence of Salmonella spp in 25 g. Therefore, this
coating is a viable alternative for maintain the quality of minimally processed melons , since it
provided better nutrition by maintaining bioactive fruit compounds, the safety, beyond the
scope of the life of the product.

Keywords: Cucumis melo L. Malpighia emarginata D.C. Vegetal byproduct. Chitosan.

Microencapsulation. Fresh-cut.
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1 INTRODUGCAO

A preocupagdo com a salde, aliada ao ritmo de vida intenso, tem provocado
mudancas no habito alimentar das pessoas, direcionando-as para uma alimentacdo saudavel e
ao, mesmo tempo, rapida e de facil preparo. Nesse contexto, as frutas desempenham
importante papel e tém conquistado novos espagos, tanto no mercado interno como externo
(LOPES; PAIVA, 2002). Um dos setores mais expressivos da economia brasileira é a
agroindustria. No setor de fruticultura, o Brasil oferece grande diversidade de espécies para
consumo interno e mercado internacional.

Segundo ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA (2012), a fruticultura
brasileira é por si s6 promissora e é de crer que 0s préximos anos sdo particularmente ainda
mais promissores devido as dezenas de polos de cultivo com forte identidade regional.

A producdo de frutas no Brasil em 2010 apresentou uma estimativa de safra de
42,101 milhdes de toneladas considerando as 20 espécies mais produzidas no pais, entre elas a
laranja, 0 meldo e a banana. O Instituto Brasileiro de Frutas (lbraf) afirmou que a area
plantada em 2010 ndo variou em relacdo aos anos anteriores, mantendo-se em 2,240 milhdes
de hectares, assim como os valores estimados de produtividade no ano de 2011. No entanto, o
Brasil continua na posicéo de terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo para China
e India (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2012).

No Brasil, a producdo de meldo (Cucumis melo L.) estd concentrada na Regido
Nordeste, especialmente nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, que respondem mais de
80% da producdo nacional (FNP, 2004). As condicBes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento dessa cultura aliadas ao uso sistematico da irrigacdo, tém propiciado aos
produtores alta produtividade e boa qualidade de frutos (GOMES JUNIOR et al., 2001). Os
meldes tipo Cantaloupe sdo excelentes fontes de vitamina C, minerais, fibra dietética e beta-
caroteno (BEAULIEU, LEA, 2007).

As frutas tropicais exoticas sdo ricas em compostos bioativos, tais como
compostos fenodlicos, carotendides, vitaminas e fibras alimentares. No entanto, a indUstria de
processamento de frutos enfrenta uma grande dificuldade relacionada com a porcentagem de
seus subprodutos geradas nas diferentes etapas das cadeias de processamento, como cascas,
sementes e polpas ndo utilizadas. Na maioria dos casos, 0s subprodutos desperdi¢cados podem
apresentar conteudo semelhante ou até mais altos de compostos bioativos que o produto final
(AYALA-ZAVALA et al.,, 2011). Silva et al. (2014) relataram em subprodutos do
processamento de acerola alto contetidos de polifendis (7265.29 mg acido galico equivalente/
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100g em base seca), além disso, o conteldo antocianinas totais (245.90 mg/ 100g de base
seca) e flavondides amarelos (98.05 mg/ 100g em base seca), foram superiores aos detectados
na polpa.

O segmento de produtos minimamente processados tem  crescido
exponencialmente nos Gltimos anos. Entretanto, a natureza do tratamento aplicado a esses
produtos propicia um ambiente favordvel e tempo suficiente para a proliferacdo de
microrganismos deteriorantes e patogénicos de importante significado para a satde publica,
ocasionando relevantes perdas econdmicas além do comprometimento da qualidade do
produto, consequéncia de reacBes bioquimicas associadas com a resposta a injdrias,
resultando em alteracdes de atributos como cor, textura e flavor (VAROQUAX; WILEY,
1994). Muitas estratégias para a preservacdo dos produtos frescos e minimamente processados
tém sido utilizadas tradicionalmente e entre eles o controle quimico o qual (aditivos
sintéticos) tem sido usado desde o inicio da industria de alimentos como um método
confidvel, que controla a quantidade de fatores deteriorantes em frutas e hortaligas frescas. No
entanto, a maioria destes compostos ndo satisfaz os conceitos de natural e saudavel que os
consumidores estdo buscando atualmente e que a industria de alimentos precisa oferecer
(MARRIOTT, 2010). O uso de revestimentos comestiveis pode ser uma alternativa rentavel
para embalagens de atmosfera modificada, principalmente em frutas e hortalicas
minimamente processadas ou fresh-cut fruit and vegetables, (do inglés, frutas e vegetais
minimamente processados- FCFV) (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011), uma vez
que eles auxiliam na prevencdo de danos fisicos, na melhoria da aparéncia e na reducdo da
microbiota (FRASSEN; KROCHTA, 2003; VARGAS et al., 2008)

Os compostos com propriedades antioxidantes e antimicrobianos podem ser
liberados na superficie do produto através do microencapsulamento. A aplicacdo desta
tecnologia podera ser uma estratégia para a inativacdo de patégenos em meldo minimamente
processado e por sua vez, podera agregar novas possibilidades para o setor de horticolas,
cumprindo as exigéncias dos consumidores por produtos minimamente processados
preservados naturalmente e enriquecidos com seus préprios residuos do processamento, de
modo a garantir uma agregacdo de valor integral. Além do mais, podendo também ser
indicada para garantir a qualidade e seguranga microbioldgica de uma ampla variedade de
produtos de alto valor comercial, apresentando-se nutritivos, praticos e seguros para 0

consumidor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultura do melao

O mel&o (Cucumis melo L.) é uma fruta climatérica pertencente a familia boténica
das Cucurbitaceas e originario da Africa e da Asia. O meloeiro é uma planta de floragéo
anual, herbacea, rasteira de haste sarmentosa que apresenta sistema radicular com crescimento
abundante nos primeiros 30 cm de profundidade do solo. Os frutos sdo bastante variados,
tanto com relacéo ao peso, que podem ter de 100 gramas até varios quilogramas como com
relacdo ao formato, podendo ser achatado, redondo ou cilindrico, (MELO et al. 2008;
ALBUQUERQUE JUNIOR, 2003). Além disso, os frutos sdo classificados como baga e
contém de 200 a 600 sementes na cavidade central (PEDROSA, 1997) que ¢ envolvida pelo
pericarpo que é a porcdo comestivel do fruto.

As principais variedades produzidas comercialmente no Nordeste brasileiro
pertencem a dois grupos: Cucumis melo var. inodorus Naud. e Cucumis melo var.
cantaloupensis Naud. que correspondem, respectivamente, aos meldes inodoros e aos meldes
aromaticos. Os melGes também podem ser classificados quanto a semelhanca entre as
caracteristicas visuais como cor de polpa, aspecto da casca, reticulacdo ou redilhamento,
cicatrizes, formato do fruto, entre outros. Esta classificacdo agrupa os meldes em “tipos” para
facilitar a comunicacdo entre os diferentes agentes da cadeia do agronegdcio do meldo. A
partir desta classificacdo séo apresentados seis tipos de meldes: Cantaloupe, Verde Espanhol,
Gélia, Amarelo, Charental e Orange Fresh (SIQUEIRA, 2007; CRISOSTOMO et al. 2004;
MENEZES et al., 2000).

Os frutos do grupo C. melo cantaloupensis Naud. s&o melBes muito aromaticos,
mais doces que os inodoros, porém de baixa conservacdo pos-colheita. Os frutos sdo de
tamanho médio, com superficie reticulada, verrugosa ou escamosa, podendo apresentar gomos
(costelas), e tém polpa de coloracdo alaranjada ou salmdo ou, as vezes, verde. Os meldes
Cantaloupe, que séo 0s mais produzidos no mundo, apresentam o padrdo climatérico e devem
ser colhidos no periodo minimo climatérico, ou seja, no ponto de maturacao fisiologica e
anterior ao aumento da concentracdo de etileno (MENEZES et al. 2000; KLUGE et al. 2002;
SOBRINHO et al. 2008).

Segundo Negreiros et al. (2005), o crescimento e desenvolvimento da cultura do
meloeiro sdo favorecidos pelas condi¢des edafoclimaticas dos meses de julho a dezembro,
principalmente pela redugdo da incidéncia de chuvas. As baixas temperaturas (< 12 °C)
prejudicam o crescimento vegetativo da planta, podendo até sofrer paralisacdo. A faixa de

temperatura ideal para o desenvolvimento do meloeiro de 20 a 30 °C. A temperatura
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influencia diretamente no teor de aclcar, no sabor, no aroma e na consisténcia dos frutos,
caracteristicas que sdo decisivas no momento da comercializagdo (COSTA, 2000; SENAR,
2007). Em relacdo ao solo, a planta € moderadamente tolerante a salinidade e exige valores de
pH na faixa 6tima de 6,4 a 7,2 (FILGUEIRAS et al., 2000).

As principais alteragbes sensoriais que ocorrem em frutos, durante o
amadurecimento, e que sdo finalizadas durante a senescéncia estdo relacionas a textura,
aparéncia e sabor. Essas alteracfes podem ser percebidas por andlises fisicas, quimicas,
bioquimicas ou sensoriais. O ponto de maturacdo dos frutos pode ser identificado através de
indices quimicos e fisicos que resultam das transformacdes morfoldgicas pelas quais os frutos
passam durante seu desenvolvimento. Estas transformacgdes ocorrem em nivel celular,
envolvendo processos de degradacdo e sintese de compostos organicos, além de alteracdes na
atividade enzimatica. O conhecimento destas mudancas metabdlicas associadas com a
maturacdo € essencial para prolongar a conservacdo da qualidade dos frutos e prevenir os
disturbios fisiol6gicos. Quanto a caracterizacdo quimica, o pH, a acidez titulavel total (ATT) e
solidos soluveis totais (SST) sdo parametros indicadores do ponto de colheita, uma vez que
préximo a fase de maturacdo dos frutos, o teor de SST aumenta, o pH varia pouco e a ATT
apresenta uma rapida reducdo (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Em relacdo aos indices fisicos, podem ser citados: o formato dos frutos, incluindo
o didmetro longitudinal e transversal, o desenvolvimento da zona de abscisdo do pedinculo e
a coloracdo e espessura da polpa, sendo que o ultimo reflete diretamente no rendimento do
fruto, pois normalmente a parte consumida é a polpa (SANTOS, 2003). A diminui¢do da
firmeza da polpa, durante o amadurecimento, é funcdo da perda da integridade da parede
celular. A degradacdo das moléculas poliméricas constituintes da parede células, como
celulose, hemicelulose e pectina, gera alteragdes na parede celular levando ao amaciamento
dos tecidos.

No tocante a qualidade e vida Util pos-colheita, em razdo do exigente consumidor,
é fundamental que o meldo cultivado possa chegar ao mercado com excelente qualidade para
consumo em poucos dias. Em muitas situacoes, as avaliagdes para os referidos aspectos sdo
negligenciadas, acarretando problemas futuros na comercializagdo, pois mesmo com bom
desempenho produtivo no campo, a qualidade do fruto pode ser inferior (TOMAZ et al.,
2009).
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2.2 Producéo de melao

Apesar dos problemas econdmicos enfrentados nos ultimos anos, o agronegdcio
brasileiro passa por um periodo de grande transformacdo, tendo exercido a mais importante
contribuicdo no desenvolvimento sdcio-econdmico do pais. No inicio de 2010, um em quatro
produtos do agronegdcio em circulagdo no mundo eram brasileiros. A projecdo do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento € que, até 2030, um terco dos produtos
comercializados seja do Brasil, em funcdo da crescente demanda dos paises asiaticos.
(BRASIL, 2012a).

No mercado de exportacdo de frutas frescas brasileiras, o meldo é o principal
produto negociado, sendo a Nordeste a maior regido produtora. O estado do Ceara (CE)
destaca-se como o segundo principal produtor depois do Rio Grande do Norte (RN)
(ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2012). Os principais polos produtores
estdo concentrados em trés microrregifes geogréficas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, sdo elas: Baixo Jaguaribe (CE), Mossor6 (RN) e Vale do Assu (RN) (GOMES,
2010). O estado do Rio Grande do Norte €é responsavel por 46,6 % da producdo nacional de
meldo, enquanto o estado do Ceara tem 35,0 %. Outros estados nordestinos produtores sdo:
Bahia (10,5 %) e Pernambuco (3,5 %). O meldo do grupo inodorus € o mais cultivado na
regido nordeste e em plena expansdo estdo os melGes do grupo cantaloupensis (AROUCHA
et al. 2012).

Em 2010, o Brasil foi o segundo maior exportador de meldo, enquanto a Espanha
manteve a primeira posicao (FAO, 2012). De acordo com o lbraf (Instituto Brasileiro de
Frutas), em estudos estatisticos sobre a produtividade em 2011, o meldo ocupa uma area de
18.870 hectares, que produzem 478.431 toneladas, caracterizando aumentos de 7,56% na area
plantada e 18,7% no volume produzido em relacdo a 2009. Na pauta de exportagdes
brasileiras de frutas frescas de 2011, a exportacdo de mel&o apresentou, em relagdo a 2010,
um decrescimento em volume de 4,64% (169.576 toneladas) e um aumento de 5,23% em
valor (128,3 milhdes de dolares), mantendo ainda a posicado de primeiro lugar no ranking de
exportacdo de frutas brasileiras. A retracdo nos volumes ocorreu, principalmente, devido a
crise econdbmica européia (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2012).

De acordo os dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) as estimativas nacionais de perdas pos-colheita do meldo sdo de 75% e estéo
associadas a doencas parasitarias, desordens fisioldgicas, injdrias mecéanicas e
superamadurecimento. Por outro lado, o mercado internacional de frutas frescas cresce US$ 1

bilhdo em média ao ano, sendo um negdcio de US$ 22 bilhdes anuais, superando a soja em
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grdo (US$11bihdes), o trigo (US$17,5 bilhGes) e a carne bovina (US$15bilhdes) (BRASIL,
2007). Tecnologias para aumento da qualidade, seguranca alimentar e extensdo da vida de
prateleira sdo importantes metas para a garantia da produtividade e competitividade no

agronegacio de frutas.

2.3 Qualidade do melao

A qualidade pds-colheita dos frutos caracteriza-se como um conjunto de
caracteristicas ou atributos que permitam a diferenciacdo entre produtos, influenciando
diretamente na aceitagdo pelo consumidor. Assim, o conceito de qualidade pds-colheita
envolve varios atributos como a aparéncia visual (frescor, cor, defeitos e deterioragdo), textura
(firmeza, resisténcia e integridade do tecido), flavor, valor nutricional e seguranca do
alimento. Dentre estas caracteristicas devem ser considerados uma série de fatores, alguns dos
quais sdo subjetivos, ou seja, sdo percebidos e ndo podem ser medidos (sabor, aroma, etc.) e
outros, porém, sdo mensuraveis e, portanto, objetivos (teor de agucar, acidez, concentracao de
polifendis, antioxidantes, vitaminas, e outros), com os quais devem ser realizadas associacdes
ou observadas relagdes para um melhor entendimento das transformac6es que ocorrem e que
afetam ou ndo a qualidade do produto. O valor nutricional e a seguranca do alimento do ponto
de vista da qualidade microbioldgica e da presenga de contaminantes quimicos ganham cada
vez mais importancia por estarem relacionados a sadde do consumidor (CENCI, 2006;
CHITARRA; CHITARRA, 2005).

No caso do meldo, as caracteristicas mais importantes para determinar a qualidade
pos-colheita sdo os sélidos solUveis totais (SST), as aparéncias interna e externa, firmeza da
polpa e perda de massa (GOMES JUNIOR et al., 2001). De acordo com Miguel et al. (2008),
a qualidade do meldo esta fortemente relacionada com o teor de solidos solUveis totais. Um
dos critérios de aceitagdo no mercado internacional, principalmente para os mercados Norte-
americano e Europeu, é o contetdo de SST superior a 9 °Brix, além de frutos com aparéncia
externa uniforme e polpa firme (minimo de 30 N) (MENEZES et al., 2000; FILGUEIRAS et
al., 2000. A firmeza da polpa varia de acordo com o tipo de meldo. Morais et al. (2009)
analisaram a firmeza da polpa de mel6es do tipo Galia (41,09N), Cantaloupe (45,67 N),
Charentais (50,53) e Orange Flesh (45,67N).

Para o consumidor, a coloragao € o atributo mais atrativo das frutas que pode estimular
ou inibir o apetite. Por isso, uma das preocupacdes dos produtores de meldo é manter a
uniformidade da cor dos frutos apds a colheita, pois esta € uma importante caracteristica de

qualidade considerada pelo consumidor. O teor de clorofila total € um dos fatores estudados
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durante a maturacdo e o amadurecimento dos mel6es como forma de explicar as alteragoes
ocorridas (ANSELMO, 2007). Nos frutos que apresentam polpa salmdo ou alaranjada, o
pigmento predominante é o R-caroteno, correspondendo a 84,7% do total, seguido de
fitoflueno, fitoeno, luteina e violaxantina CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os pigmentos
relatados na literatura que conferem essa variacdo de cores externas sdo carotendides,
principalmente -caroteno e clorofilas (BURGER et al., 2006).

No meldo, a variacdo nos niveis de acidez tem pouco significado em funcdo da
baixa concentracdo (pH entre 5,89-6,12 e acidez entre 0,117-0,144 % de &cido citrico em
melGes Amarelo em estudo de Tomaz et al., 2009), e a intervencdo da acidez no flavor ndo é
muito representativa (MORAIS et al., 2009).

2.4 Processamento Minimo

Mudancas demograficas relacionadas ao envelhecimento, novos estilos de vida,
maior nimero de membros das familias no mercado de trabalho, maior nimero de pessoas
morando sozinhas e o aumento do setor de refeicbes coletivas transformaram os habitos
alimentares da populacdo. As exigéncias do mercado estdo voltadas para novos produtos,
mais convenientes e seguros, com sabor e aroma preservados, similares aos produtos
comercializados in natura. (KENNEDY; WALL, 2007; MENG; DOYLE, 2002; SEBRAE,
2012a).

A Associacdo Internacional dos Produtores de Minimamente Processados (IFPA)
define produto minimamente processado como frutas ou hortalicas, ou combinagdo destas,
que passam por um processo de selecdo e lavagem e tenha sido fisicamente alteradas através
de operacOes de descascamento e/ou corte até chegarem a um produto 100% aproveitavel, que
é embalado a fim de oferecer, aos consumidores frescor, conveniéncia e qualidade nutricional
(LAMIKANRA, 2002).

Nas duas Gltimas décadas, as pesquisas em nutricdo humana tém mostrado que
uma dieta balanceada e rica em frutas e hortalicas promove boa saude e pode reduzir o risco
de certas doencas. O aumento da popularidade de frutas e hortalicas minimamente
processadas (do inglés, Fresh-Cut Fruit and Vegetables - FCFV) tem sido atribuido aos
beneficios causados a saude, associados a produtos com caracteristicas proximas ao estado
fresco e, ainda, com as tendéncias atuais do mercado em relacdo ao consumo de alimentos
prontos para comer (BASTOS, 2006). Com um consumidor mais consciente e exigente,
aumenta a demanda por produtos com maior valor agregado, com reducdo de aditivos

sintéticos e uso de sistemas de prevencdo mais naturais (SEBRAE, 2012a).
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A qualidade dos FCFV é a combinacdo de atributos, propriedades ou
caracteristicas que determinam seu valor para o consumidor. Os parametros de qualidade
incluem aparéncia, textura, flavor e valor nutricional. Estes parametros, por sua vez, séo
conseqiiéncia das caracteristicas dos frutos/hortalicas intactos (fatores pré-colheita, colheita e
pos-colheita) assim como dos métodos de preparacdo (como tipo de ferramenta utilizada nas
etapas de descascamento e corte, tamanho e area superficial das unidades, higienizacdo do
alimento, ambiente e utensilios e remoc¢édo da umidade excessiva) e condi¢des posteriores de
distribuicdo e armazenamento (tipo de embalagem, temperatura, umidade relativa, higiene e
logistica de distribuigdo). (LAMIKANRA, 2002).

E bem conhecido que as frutas e hortalicas minimamente processadas sio
susceptiveis a perder rapidamente a qualidade apds o processamento, devido a alteracdes
fisicas com consequientes reacdes bioquimicas associadas com a resposta a injuria, podendo
resultar na degradacdo dos atributos de cor, textura e flavor dos produtos (VAROQUAUX;
WILEY, 1994). Segundo Toivonen e Brummell (2008), a perda da textura desejavel e
mudangas na cor sdo importantes problemas para a manutencdo da qualidade dos FCFV,
embora de mecanismos bioquimicos ndo totalmente esclarecidos.

O descasque e o corte de frutas para o processamento minimo sdo feitos,
geralmente, pelo método manual ou mecénico (escala industrial). O processo mecanico por
resultar em maiores danos aos tecidos com conseqiiente perda de qualidade sensorial,
nutricional e microbiol6gica. Para minimizar esses problemas, recomenda-se utilizar o
método manual. Para se obter melhor resultado, os cortes devem ser feitos em ambiente
climatizado, utilizando-se facas com laminas afiadas e de inox, previamente sanitizadas. O
corte dos tecidos, também, aumenta as atividades enzimaticas, resultando em rapida perda de
acido ascorbico pelos produtos minimamente processados; esse acido pode ser oxidado por
uma série de mecanismos quimicos e bioquimicos, que sdo responsaveis pela perda de sua
atividade vitaminica e pela formacao de pigmentos escuros (BASTOS, 2006).

Para o setor de frutas e hortalicas minimamente processadas ainda ndo existe
legislagdo especifica no Brasil, embora ja se reconheca a necessidade de institui-las logo, pois
esta falta representa um dos principais problemas do setor. Entretanto, a auséncia de
legislacdo ou de normas especificas para o setor ndo significa total auséncia de legislacdo. Na
verdade, existem varias normas aplicaveis a esse setor, além da legislacdo sanitaria genérica
sobre alimentos, frutas e hortalicas. (SEBRAE, 2012b).
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2.5 Qualidade microbioldgica de produtos minimamente processados

Os tecidos vegetais externos intactos (casca ou pelicula) exercem funcdo de
barreira de protecdo fisica e quimica contra a contaminagcdo microbiologica dos tecidos
internos. Por isso, os surtos de doencas transmitidas por frutas e hortalicas ocorrem com
menor frequéncia que em outros tipos de alimentos.

Por outro lado, as perdas de qualidade das frutas e hortalicas minimamente
processadas devido a desestruturacdo dos tecidos em decorréncia do processamento minimo
propiciam a reducdo da resisténcia dos tecidos ao ataque microbiano, uma vez que as células
injuriadas apds o processamento liberam fluidos celulares ricos em minerais, agucares,
vitaminas e outros nutrientes criando, desse modo, um ambiente apropriado ao crescimento
microbiano, sendo alguns microrganismos potencialmente danosos para a saude publica (BAI
et al., 2008). A qualidade microbioldgica das frutas e hortalicas minimamente processadas é
particularmente critica dada a sua exposicao durante o processo do corte, 0 que pode causar
contaminacdo por bactérias, fungos e levedura (RAYBAUDI-MASSILI; MOSQUEDA-
MELGA; MARTIN-BELLOSO, 2009)

A aplicagdo das Boas Praticas de Fabricacdo nas etapas de processamento minimo
pode ndo ser eficiente para eliminar a contaminacdo microbioldgica de FCFV e, além disso, o
armazenamento sob refrigeracdo pode favorecer o crescimento de microorganismos
patogénicos e deteriorantes psicrotréficos (AGUADO; VITAS; GARCIA-JALON, 2004;
LEESON; O’BEIRNE, 2005). Por isso, nos ultimos anos muitas pesquisas tém sido focadas
na seguranga microbioldgica das frutas e hortalicas, resultando no aumento de investigacdes
relacionadas a eficacia de diferentes métodos de intervencdo no combate aos microrganismos
patogénicos dos produtos vegetais frescos (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2006).

De acordo com Brasil (2012b), doencas transmitidas por alimentos, mais
comumente conhecidas como DTAs, sdo causadas pela ingestdo de alimentos ou bebidas
contaminados. Existem mais de 250 tipos de DTAs e a maioria sdo infecgOes causadas por
bactérias e suas toxinas, virus e parasitas. Outras doengas sdo envenenamentos causados por
toxinas naturais (ex. cogumelos venenosos, toxinas de algas e peixes) ou por produtos
quimicos prejudiciais que contaminaram o alimento (ex. chumbo, agrotoxicos).

A microbiota comumente encontrada em frutas e hortalicas é Pseudomonas spp.,
Erwinia herbicola, Enterobacter agglomerans, bactérias lacticas, bolores e leveduras (Busta
et al., 2003). Com relacdo a microflora deteriorante os bolores sdo 0s microorganismos mais

importantes que causam o0 desperdicio das frutas minimamente processadas devido a
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condicGes acidicas que tendem a suprimir o crescimento bacteriano (FRAZIER; WESTHOFF,
1993). Os virus envolvidos nos surtos tém um reservatorio humano (por exemplo, Norwalk-
like e Hepatite A) e pode ser associado com produtos integros frescos em contato com o solo
e/ou agua (BUSTA et al., 2003).

Surtos ligados a protozoarios (por exemplo, Cryptosporidium, Cyclospora,
Giardia) foram mais associados com frutas que com hortalicas (BUSTA et al., 2003).
Protozoarios e virus sdo mais freqlentemente associados com &gua contaminada ou
manipuladores de alimentos e podem ser transmitidos aos produtos minimamente processados
durante o cultivo, refrigeracdo, colheita, armazenamento e processamento minimo, que
compromete a satde do consumidor (GARRETT et al., 2003).

A maioria dos surtos notificados tem sido associada com a contaminacao
bacteriana, particularmente por membros da familia Enterobacteriaceae. Véarios estudos tém
relatado a ocorréncia de patégenos de origem alimentar em vegetal, especialmente os FCFV,
tais como Salmonella spp. (BOHAYCHUCK et al, 2009; ELVISS et al., 2009; KHOO et al.,
2009; SALLEH et al., 2003; SANT’ANA et al., 2011). Desse modo o risco microbiologico é
um dos fatores de maior importancia que afeta a qualidade e seguranca das frutas
minimamente processadas

No Brasil, 0 nimero de casos de DTAs registrados em 2011 foi de 17.500, sendo
que a regido Nordeste ocupa a segunda regido com maior percentual de surtos no periodo
2000-2011. (BRASIL, 2012c).

Os significantes aumentos dos surtos das DTAs demonstram que as tecnologias
tradicionais de preservacdo e guias de medidas de prevencdo ndo séo ainda suficientes para
obtenc¢éo de alimentos frescos seguros (FDA, 2009). Doencas causadas devido ao consumo de
alimentos contaminados com microrganismos patogénicos tais como a Listeria
monocytogenes tem um alto impacto econémico na salde publica mundial (GANDHI;
CHIKINDAS, 2007). Listeria monocytogenes pode sobreviver em uma ampla variedade de
condi¢des ambientais bem como em diversos tipos de alimentos processados e inclusive em
produtos frescos (GRAM et al., 2002).

2.6 Revestimentos comestiveis
As embalagens para alimentos sdo atualmente objeto de estudos na industria

alimenticia em vista de sua importancia na prote¢do do produto e meio de atratividade do
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consumidor pelo produto ofertado, porém, de grande dispéndio financeiro. As embalagens e
0s materiais que as compbem sempre foram importantes no setor alimenticio. O
desenvolvimento de novas embalagens é proveniente de necessidades geradas por alteracdes
na industria tais como obtencdo de produtos alimentares com vida atil mais prolongada e

aumento da demanda por alimentos mais frescos.

Dentro deste contexto tém-se ainda a preocupacdo em atender as exigéncias dos
consumidores por alimentos mais naturais cujas embalagens contribuam para a protegéo do
meio ambiente (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011). Além disso, com o aumento
do conhecimento sobre a eficacia e dos niveis de seguranca toxicologica dos conservantes
quimicos e sintéticos, pesquisadores tem investigado continuamente o uso de técnicas
alternativas de descontaminagdo para o controle de patdgenos e microrganismos deteriorantes
de alimentos (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Os revestimentos e filmes ndo pretendem substituir os materiais de embalagem
tradicionais, mas fornecer uma protecdo adicional ao ser aplicado em alimentos. Podem
também ajudar a reduzir os custos de producdo e a quantidade de embalagens tradicionais
utilizados (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011).

Segundo a Regulacdo 450 de 2009 da Unido Européia, definem-se materiais ou
agentes ativos como substancias que se destinam a prolongar a vida de prateleira (shelf life),
melhorando ou mantendo as condigdes do alimento embalado (RESTUCCIA et al., 2010).
Portanto, embalagens ativas tém por finalidade estender a vida de prateleira do alimento
interagindo ativamente com o produto (HAN; HO; RODRIGUES, 2005). De acordo com
Coma (2008), apesar da eficiéncia da aplicacdo de compostos ativos em formas de saches
dentro das embalagens, torna-se mais importante a realizacdo de estudos para
desenvolvimentos de estruturas que possam carrear 0S agentes ativos e que estas substancias
possam ser liberadas gradualmente e/ou de forma controlada.

De acordo com o Codigo Federal de Regras Americano (USA Code of Federal
Regulations; CFR-FDA, 2006), revestimentos comestiveis sdo formulados com aditivos de
natureza alimentar na quantidade necessaria para realizar um efeito intencional, além disso, os
ingredientes tém que serem GRAS e listados no Cddigo Federal Americano. Existe uma
enorme variedade de compostos que podem ser utilizados na formulagéo dos revestimentos
comestiveis e sua escolha depende principalmente do objetivo da sua aplicagdo. Os principais
componentes sdo polissacarideos, proteinas e lipidios (VARGAS et al., 2008). Com relagéo as

propriedades sensoriais eles tém que ter transparéncia, auséncia de sabor e odor, além de
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adequada permeabilidade ao vapor d'agua e solutos e permeabilidade seletiva aos gases e
compostos volateis. Adicionalmente, o custo da tecnologia e da matéria-prima utilizadas
obrigatoriamente devera ser relativamente baixo.

Os revestimentos comestiveis sdo usados comercialmente para reduzir a perda de
umidade, prevenir danos fisicos, melhorar a aparéncia do produto, além de carrear agentes
antioxidantes, corantes, flavorizantes nutrientes, temperos e inclusive substancias
antimicrobianas  (MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY; BALDWIN, 2005;
FRANSSEN; KROCHTA, 2003).

Uma recente abordagem para a inativacdo de microrganismos patogénicos em
FCFV ¢é a tecnologia de embalagens ativas naturais antimicrobianas. A embalagem
antimicrobiana € um conceito inovador que pode ser definido como uma versdo de
embalagem ativa em que a embalagem, o produto e o ambiente interagem para estender a fase
lag e/ou reduzir a taxa de crescimento dos microrganismos. Através dessa acdo a vida de
prateleira do produto é prolongada sendo preservadas com garantia a qualidade e a seguranca
(SUPPAKUL et al., 2003).

Os antimicrobianos mais comumente utilizados sdo o polissacarideo quitosana,
acidos organicos, alguns polipeptidios como a nisina, o sistema lactoperoxidase, alguns
extratos de plantas e seus 6leos essenciais, entre outros. Para a selecdo de um agente
antimicrobiano, ele deve ser considerado a eficacia contra o microrganismo alvo e as
possiveis interacbes entre o antimicrobiano, o biopolimero formador da pelicula do
revestimento e os componentes do alimento. Estas interaces podem modificar a atividade
antimicrobiana e as caracteristicas da pelicula sendo estes fatores importantes para o
desenvolvimento de filmes e revestimentos antimicrobianos (CAMPOS; GERSCHENSON;
FLORES, 2011) A incorporagdo de compostos antimicrobianos em revestimentos comestiveis
proporciona maior efeito sobre deteriorantes e patégenos, pois mantém de forma eficaz as
concentragdes necessarias para acdo sobre os microorganismos (ROJAS-GRAU; SOLIVA-
FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009).

O interesse em revestimentos comestiveis antimicrobianos tem aumentado
recentemente devido ao aumento do consumo dos FCFV (ROJAS-GRAU et al., 2007) e as
propriedades potenciais e as aplicagdes de revestimentos comestiveis tem sido extensivamente
estudadas em frutos minimamente processados (SERRANO et al., 2008; SANGSUWAN et
al., 2008; OMS-OLIU, 2008; MOREIRA et al., 2005).Entretanto, informacdes da aplicacédo

de revestimentos em frutos tropicais minimamente processados sdo escassas (TAPIA et al.,
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2008; RAYABAUDI-MASSILIA et al., 2009; GONZALEZ-AGUILAR et al.,, 2009;
CERQUEIRA et al., 2009; ALl et al., 2011).

A aplicacdo de revestimentos comestiveis em meldo (Cucumis melo L.)
minimamente processado é imprescindivel para a manutencao da qualidade e seguranca desse
produto, uma vez que os principais problemas que tornam esse produto altamente perecivel
sd0 a perda de peso e de firmeza além de crescimento microbiano superficial devido as

operacdes do processamento minimo.

2.7. Quitosana

A quitosana é um biopolimero derivado da desacetilacdo em condicGes alcalinas
da quitina (poli-B-1(1— 4)N-acetil-D-glucosamina), que € o maior componente da carapaca
de crustaceos. E considerada biocompativel, ndo toxica, ndo antigénica, aditivo biofuncional
(No et al., 2007) e reconhecida como substancia GRAS em 2005 pelo USFDA (2007).

Os revestimentos de quitosana estdo sendo muito utilizados em alimentos devido,
principalmente, as suas propriedades como preservativo antimicrobiano natural e estruturais
que proporcionam barreira semipermeavel a gases, reducdo de perdas de 4gua, manutencao da
firmeza do tecido e reducéo de crescimento de microrganismos.

O estudo realizado por ALI et al. (2011) sobre o efeito da quitosana sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do maméao Eksotika Il armazenados a 12 + 1 °C e 85-90% de
umidade relativa, observou que a quitosana favoreceu eficazmente o controle sobre a reducéo
da perda de peso, firmeza, alteracfes tardias na coloracdo da casca e da concentracdo de
solidos sollveis totais, durante 5 semanas de armazenamento.

De acordo com Gonzalez-Aguillar et al. (2008), o revestimento de quitosana tem
a habilidade de modificar a atmosfera interna no tecido do fruto, criando uma barreira
semipermeavel que controla a troca gasosa, reduzindo a perda de agua e, desse modo,
mantendo a firmeza do tecido além de inibir a deterioracdo microbiana

A morte celular ocorre, principalmente, devido ao aumento da permeabilidade das
membranas celulares pela interacdo entre os grupos amino da quitosana, positivamente
carregados, e as cargas negativas das membranas, ou seja, € necessario o contato direto entre
0 microorganismo e o0 sitio reativo da quitosana. Essa interacdo ocasiona a liberacdo de
constituintes proteinaceos e outros constituintes intracelulares. O espectro de agéo
compreende a inibicdo do crescimento de deteriorantes, bactérias patogénicas, leveduras e
bolores (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011; MOREIRA; ROURA; PONCE,
2011; NO et al., 2007; SANGSUWAN; RATTANAPANONE; RACHTANAPUN, 2008).
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Um segundo mecanismo propOe que a quitosana atua como agente quelante de metais
essenciais para a célula (ROLLER; COVILL, 1999), enquanto um terceiro mecanismo
estabelece que a quitosana de baixo peso molecular é capaz de transpor as membranas
celulares e reagir com o DNA, interferindo na sintese do RNA mensageiro e,
consequentemente, afetando a sintese de proteinas e inibindo a atividade das enzimas
(RABEA et al., 2003). A bioatividade da quitosana é funcdo das suas propriedades fisico-
quimicas, principalmente o peso molecular, grau de acetilacdo, microganismo alvo, pH do
meio e presenca de outros aditivos ou componentes do alimento (CHIEN; CHOU, 2006;
AIDER, 2010). Por exemplo, a quitosana altamente desacetilada tem maior carater
antimicrobiano do que quitosanas com uma propor¢cdo mais elevada de grupos amino
acetilado, por causa da sua solubilidade e de densidade maior de cargar (DUTTA et al.,2009)

A quitosana tem sido utilizada com sucesso em uma ampla variedade de produtos
hortifruticolas (D’AMATO; SINIGAGLIA; CORBO, 2010; CAMPANIELLO et al., 2008;
CHIEN; CHOU, 2006; CHUNRAN et al., 2005; DEVILEGHERE et al., 2004; DUAN et al.,
2008; GONZALEZ-AGUILLAR et al., 2009; SANGSUWAN et al., 2008).

Em estudo realizado por Moreira, Roura e Ponce (2011), o crescimento de
coliformes totais, mesofilos aerdbios e psicrdfilos foi substancialmente inibido pela aplicacéo
de revestimentos de quitosana em brocolis minimamente processados durante todo o
armazenamento (20 dias). O revestimento de quitosana inibiu o crescimento de coliformes
totais ao longo do tempo de armazenamento. Além disso, as amostras tratadas com quitosana
apresentaram efeito bactericida sobre Escherichia coli enddgena e uma diminuicdo
significativa da contagem total de Escherichia coli total (endégeno e 0157:H7). Os
revestimentos de quitosana, portanto, sdo Uteis para neutralizar a contaminacgdo acidental com
E. coli e isto € importante porque este tipo de contaminacdo ocorre em qualquer parte da
cadeia de suprimentos.

Por outro lado, estudos sobre os efeitos dos revestimentos a base de quitosana
sobre a qualidade e seguranca de frutos tropicais minimamente processados S40 escassos.
Sangsuwan et al. (2008) avaliaram o efeito de um filme comestivel a base de quitosana e
metil-celulose nas caracteristicas de qualidade e seguranga de meldo e abacaxi minimamente
processados e concluiram que o filme teve um efeito inibitdério para E.coli e

Saccharomyces.cerevisae e 0s atributos de qualidade foram aceitaveis de maneira geral.
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2.8 A importancia do aproveitamento dos subprodutos agroindustriais

Os avancos das técnicas na agroinddstria promovem maiores volumes de producao,
qualidade e seguranca dos produtos. Contudo, paralelamente ocorre 0 aumento do consumo
de insumos e da geracdo de subprodutos. Segundo o Ministério do Meio ambiente (2000),
desde a década de 1980 pesquisas demonstram o agravamento de problemas ambientais
globais, desde a destruicdo da camada de 0zonio até impactos locais provenientes da geracédo
de residuos. Diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de utilizar estes materiais
como substratos para a obtencdo de substancias com alto valor agregado como combustiveis,
acidos organicos, enzimas, corantes, flavorizantes e compostos bioativos (compostos
fenolicos, carotendides, entre outros) (ALEXANDRINO et al., 2007; KAUR et al., 2008;
AYALA-ZAVALA etal., 2010).

Para a indastria de alimentos é importante a diferenciacdo entre residuo e
subproduto. Residuo € o produto que ndo € o objetivo final do processo produtivo, enquanto
para ser um subproduto deve existir uma aplicacdo futura para este dentro de outro processo
produtivo (FIPA FLASH, 2007).

As atividades agroindustriais geram cerca de 800 mil toneladas de residuos
vegetais anualmente, sem considerar o desperdicio durante os processamentos. Além disso, 0s
vegetais e algumas frutas tem perdas entre 25 e 30% em peso correspondentes aos tecidos ndo
comestiveis (AJILA et al., 2007; AJILA et al., 2010; MAKRIS et al., 2007). O destino dado
para a maioria destes residuos causa um déficit econdmico na cadeia produtiva, uma vez que
muitos deles sdo ricos, por exemplo, em compostos bioativos que tém elevado valor comercial
(BALASUNDRAM et al., 2006). Diversas patentes tém sido publicadas relativas ao uso de
plantas tropicais como fonte de compostos nutracéuticos (ANDREWS; ANDREWS, 2008;
GARRITY et al, 2008; MILIKOVIC; BIGNAMI, 2002).

No caso de frutas minimamente processadas, 0s residuos sdo provenientes nao
apenas dos tecidos ndo comestiveis (sementes, cascas ou peliculas), mas também das perdas
de polpa durante as etapas de descascamento e corte.

Existem varios métodos para extracdo de compostos bioativos de tecidos vegetais,
sendo que a eficiéncia de cada metodologia pode ser influenciada por diversos fatores como
solucdo de extracdo, tempo e temperatura de extragdo, além da integridade e tamanho da
particula (YANG; LIU; GAO, 2009). O tempo de extracao afeta consideravelmente a extracéo
dos polifendis e vitamina C. O periodo de extragdo pode variar entre 1 minuto a 24 horas. No

entanto, longos periodos de extracdo aumentam a possibilidade de oxidagdo dos compostos
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bioativos exigindo que agentes redutores sejam adicionados ao solvente do sistema (SHAIDI;
NACZK, 1995).

De acordo com Song e Barlow (2004), o teor de compostos funcionais em frutos
tropicais depende do tecido analisado. De um modo geral, a vitamina C esta uniformemente
distribuida na fruta, os carotendides ocorrem principalmente na superficie dos tecidos (na
parte externa do pericarpo e na casca), 0s compostos fendlicos, com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, estdo localizados preferencialmente em casca e sementes e,
em menor grau na polpa. A casca e as peliculas também séo ricas em fibras (KALTA, 2005).
Os subprodutos de frutas tem sido estudados por pesquisadores em varios paises (SOARES et
al., 2008; AJILA et al., 2010; LI et al., 2005; SOONG; BARLOW, 2004; ABDALA et al.,
2007; DE BRITO et al., 2007; ELLEUCH et al., 2011; SUN-WATHERHOUSE et al., 2009)

Em estudo sobre os subprodutos do processamento minimo de frutos, Ayala-
Zavala et al. (2010) constataram o processamento de macd (Malus domestica cv.Golden
Delicious), tangerinas (Citrus reticulata), mamdo (Carica papaya cv. Maradol), abacaxi
(Ananas comosus cv Premium caiene) e manga (Mangifera indica cv. Kent) geraram,
respectivamente, 10,91%; 16,05%; 47,04%; 51,96% e 42,44% de subprodutos. A casca e 0
caroco da manga apresentaram 0s maiores valores de compostos bioativos e capacidade
antioxidante. A casca apresentou valores para o contetido de compostos fendélicos, flavonoides
totais e capacidade antioxidante, respectivamente, de 5,997mg de galico acido / g de peso
fresco, 4,455 mg de quercetina / g peso fresco e 47,97% de atividade de captura do radical
DPPH na concentracdo de 322 mg / mL. Por outro lado, o carogo apresentaram valores de
37,279 mg de acido gélico / g, 35,954 mg de quercetina / g numa base de peso fresco e 93,4%
de atividade de captura do radical DPPH na concentragédo de 307 mg / mL.

Alguns residuos também apresentam atividade antimicrobiana. Al-Habib et al.
(2010) demonstraram a atividade antibacteriana de extratos de sementes e bagacos de uva
contra Staphylococcus aureus. O extrato bruto de sementes de uva apresentou inibicdo de
todas as cepas testadas na concentragcdo de 3mg/mL.

Portanto, os residuos de frutas podem ser utilizados como aditivos naturais para
melhorar aspetos sensoriais, enriquecer a capacidade antioxidante e a prote¢do antimicrobiana
aos produtos de outros processamentos, como frutas minimamente processadas. Al-Sayed et
al. (2013) utilizaram cascas de melancia e meldo como fonte natural de fibras alimentares e
antixidantes em bolos. Além disso, 0 maior percentual de utilizagdo pode levar ao incremento
da rentabilidade industrial através de processos operacionais sustentaveis (AYALA-ZAVALA
etal., 2010) .
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver de um sistema inovador de embalagem ativa consistindo de um

revestimento comestivel antimicrobiano a base de quitosana com adicdo de compostos
bioativos microencapsulados extraidos de subprodutos do processamento de acerola

minimamente processado.

3.2 Objetivos Especificos

. Otimizar os parametros de extracdo dos compostos bioativos dos subprodutosdo
processamentoda acerola: velocidade de rotacdo do equipamento extrator, tempo de extracéo,
solucéo extratora e proporcao entre subproduto liofilizado e volume de solugéo extratora;

. Quantificar os compostos bioativos e a atividade antioxidante total do extrato de
compostos bioativos;

. Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM) do extrato obtido dos subprodutos do processamento de acerola e do
revestimento a base de quitosana incorporado de compostos bioativos contra Listeria inoccua
e Salmonella enteritides;

. Avaliar o tamanho e a distribuicdo das capsulas formadas a partir de compostos
bioativos em matriz de quitosana;

. Avaliar o efeito do revestimento comestivel nos atributos de qualidade (fisicos e
fisico-quimicos), microbioldgicos, quantificagdo dos compostos bioativos e atividade
antioxidante total, durante o armazenamento de meldao minimamente processado durante a

vida de prateleira do produto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Frutos

Meldes (Cucumis melo L.) tipo Cantaloupe foram fornecidos por empresa
localizada na cidade de Acaral - CE no estadio de maturacdo Il (50% amarelo, segundo
classificacdo de Brasil et al., 1998) e selecionados quanto ao tamanho e auséncia de sinais de

deterioracdo.
4.1.2 Matriz de quitosana

Para a producdo da matriz do revestimento e do material encapsulante das
microcépsulas foi utilizada quitosana fornecida pela empresa Polymar Ciéncia e Nutrigdo S/A
(Fortaleza - CE), obtida de crustaceos, com grau de desacetilacdo de 85% e massa molar de
290.000 Da.

4.1.3 Culturas de bactérias

Culturas puras de Salmonella enteritides (IAL 1132) e de Listeria inoccua (ATCC
33090) foram incubadas utilizando tubos inclinados em BOD (Biochemical Oxygen Demand)
a 35 °C por 10 minutos. Em seguida, a cultura de S. enteritides foi estriada em &gar tripticase
de soja (TSA), enquanto que a L. inoccua foi estriada em agar com tripticase de soja e extrato
de levedura (TSA-YE), sendo ambas incubadas a 35 °C por 24 horas.

As colbnias isoladas, de aproximadamente 1 mm cada, foram transferidas
assepticamente em fluxo laminar para tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo BHI (Agar de
Infusdo de Cérebro-Coracdo) para S. enteritides e 5 mL de caldo TSB (Peptona Caseina de
Soja) para L. inoccua. Posteriormente, as coldnias de ambas as culturas foram incubadas a 35
°C por 24 horas. Aliquota de 1 mL de cada tubo de ensaio foi diluida em 9 mL de agua
peptonada 0,1%. Foram utilizadas diluicdes de 10° para a L. innocua e de 10™ para
S.enteritides, correspondente a uma solucdo contendo contagem de 10° UFC( Unidade
Formadora de Coldnias)/mL de cada microorganismo. Para a certificagdo da concentracdo do

indculo nos caldos, utilizou-se as diluicdes 10°, 10° e 10’


http://en.wikipedia.org/wiki/Biochemical_oxygen_demand
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4.2 Métodos
4.2.1 Obtencéao dos frutos de acerola

Frutos de acerola (Malpighia emarginata D.C), fornecidos pela EMBRAPA —
Agroindustria Tropical (Fortaleza - CE), foram colhidos em estadio de maturagdo maduro no
Campo Experimental localizado em Pacajus, acondicionados em sacos de polietilino e
transportados em isopor a 12 °C para o Laboratério de Tecnologia de Frutos Tropicais do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Os frutos foram separados, manualmente, de folhas e outros materiais indesejaveis
provenientes da colheita, seguido de lavagem com &gua corrente e posterior sanitizacdo em
4gua clorada (150pL.L™ de cloro, pH 7.0). Os subprodutos composto por pelicula, sementes e
fibras, foram obtidos apds extracdo da polpa dos frutos, e em seguida, liofilizados (Christ beta
1-8 LD-plus) a -37,0 °C sob vacuo e moidos (moedor tipo Analitico A11 Basic IKA).

4.2.2 Extracdo de compostos bioativos dos subprodutos de acerola

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada pela técnica da turbdlise
segundo metodologia adaptada de Lagos et al.(2012) utilizando aparelho desintegrador de
tecidos (marca Ultra Turrax IKA modelo T25 basic).

Objetivando a maximizacdo da recuperacdo dos compostos bioativos dos
subprodutos de acerola liofilizados, realizou-se duas etapas de testes preliminares para
otimizar os parametros de extracdo. A Etapa 1 consistiu na realizacdo de testes para a
otimizagdo dos parametros: velocidade de rotacdo do equipamento (7000 — 24000 rpm) e
tempo de extracdo (1 - 5 minutos), sendo realizada a temperatura ambiente de 25 °C. Para
estes testes utilizou-se &gua destilada como solucdo extratora na proporcdo 1:15 (peso em
gramas dos subprodutos liofilizados de acerola : volume em mL da solugdo extratora). A
codificacdo e as varidveis de cada tratamento estdo apresentadas na Tabela 1. As extracdes
para cada tratamento foram realizadas em 3 repetigdes.

Apos a extracdo, as amostras de cada tratamento foram centrifugadas a 10000 rpm
por 10 minutos a 20 °C (ROTINA 380-r) e, em seguida, filtradas em papel de filtro (marca
Qualy®) com didmetro de 12,5 cm, gramatura de 80g/m* e porosidade de 14 pm.
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Tabela 1 — Tratamentos experimentais para otimizacdo dos parametros de velocidade de
rotacdo (rpm) e do tempo de extracdo dos compostos bioativos dos subprodutos do

processamento de acerola via turboélise a 25 °C.

Tratamento Velocidade de rotagdo do Tempo de extracao

equipamento (rpm) (minutos)

7000 1

7000

7000

15500

15500

15500

24000

O N[O B~ W N

24000

Gl W| |01 WOl W

9 24000

Fonte: Elaborada pela autora.

Os extratos foram acondicionados em frascos plasticos escuros e armazenados a -
18 °C até realizacdo das analises.

Para avaliacdo da eficiéncia de cada tratamento, realizou-se analises dos
contetdos de vitamina C (item 4.2.9.1), de polifendis extraiveis totais (item 4.2.9.4. 3) e a
atividade antioxidante total (item 4.2.9.4.2).

Definidos os parametros para a extracdo via turbélise na Etapa 1, realizou-se
testes para otimizar a concentragdo e o volume da solugdo extratora (mL) na Etapa 2. As
propor¢oes entre subprodutos de acerola liofilizados (g) e volume de solugdo extratora (mL)
testadas foram 1:4; 1:6; 1:8; 1:10; 1:15; 1:20 sendo utilizadas como solu¢des extratoras a agua
destilada e solucdes etandlicas em diferentes concentracdes (25%, 50% e 100%). As
caracteristicas de cada tratamento desta etapa estéo sintetizadas na Tabela 2.

Da mesma forma que na Etapa 1, as amostras de cada tratamento foram
submetidas, ap6s o processo de extracdo, como descrito anteriormente, a centrifugacdo
(10000 rpm/10 minutos/20 °C) e filtragdo em papel de filtro. Em seguida, determinaram-se 0s
contetdos de polifenois soliveis totais (item 4.2.9.4.3), vitamina C (item 4.2.9.1),
antocianinas totais (item 4.2.9.2), flavonoides amarelos (item 4.2.9.2) e a atividade
antioxidante total (item 4.2.9.4.2). O tratamento que apresentou os maiores conteidos dos

compostos avaliados definiu os parametros de extracdo que foram utilizados neste trabalho.
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Tabela 2 — Tratamentos experimentais para otimizacdo da proporcdo de subprodutos de
acerola liofilizados (em gramas) e volume da solucdo extratora (em mL) para diferentes

solucdes extratoras.

Subprodutos de acerola
Codificagdo Solucéo extratora liofilizados (g):volume da
soluca extratora (mL)

1:4 A Agua destilada 1:4
1:4 25% Solucéo etandlica 25% 1:4
1:4 50% Solucéo etandlica 50% 1:4
1:4 100% Solucdo etandlica 100% 1:4
1:6 A Agua destilada 1:6
1:6 25% Solucéo etandlica 25% 1:6
1:6 50% Solucéo etandlica 50% 1:6
1:6 100% Solucdo etandlica 100% 1:6
1:8 A Agua destilada 1:8
1:8 25% Solucéo etandlica 25% 1:8
1:8 50% Solucéo etandlica 50% 1:8
1:8 100% Solucdo etandlica 100% 1:8
1:10 A Agua destilada 1:10
1:10 25% Solucdo etandlica 25% 1:10
1:10 50% Solucdo etandlica 50% 1:10
1:10 100% Solucdo etandlica 100% 1:10
1:15 A Agua destilada 1:15
1:15 25% Solucéo etandlica 25% 1:15
1:15 50% Solucéo etandlica 50% 1:15
1:15 100% Solucdo etandlica 100% 1:15
1:20 A Agua destilada 1:20
1:20 25% Solucéo etandlica 25% 1:20
1:20 50% Solucéo etandlica 50% 1:20
1:20 100% Solucdo etanodlica 100% 1:20

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3 Tamanho e distribuicdo das microcapsulas

As microcépsulas foram obtidas por homogeneizagdo por gotejamento do extrato
contendo compostos bioativos de subprodutos do processamento de acerola na solugéo de
quitosana em varias proporcdes em aparelho Polytron a 11.000 rpm. O tamanho e distribuigédo

das microcapsulas foram verificados utilizando um analisador de tamanho de particulas
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Zetasizer Nano (modelo ZS 3600 Malvern). Os resultados sdo mostrados em forma de
gréaficos tendo o volume das capsulas como fungdo do tamanho das particulas. A analise foi

realizada em triplicata.

4.2.4 Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM) do extrato obtido dos subprodutos de acerola liofilizados (item 4.2.2), da solucdo de
quitosana 1% e do revestimento com os compostos bioativos encapsulados contra Salmonella
enteritides (IAL 1132) e Listeria inoccua (ATCC 33090) foi determinada pelo método de
diluicdo descrito por Brandt et al. (2010). Uma aliquota de 100 puL de cada suspensdo
bacteriana na concentracdo de 10° UFC/mL, conforme descrito no item 4.1.3, foi adicionada a
9,9 mL de caldo TSB (peptona caseina de soja), em concentracdo dupla para L.inoccua e de
BHI (&gar de infusdo de cérebro-coracdo) para S. enteritides. Posteriormente, 200 L desta
suspensdo foi adicionada em cubetas estéreis de poliestireno (1,5mL) seguidas de 550 uL de
caldo duplo de TSB para L.inoccua ou BHI para S. enteritides e 750 uL de solugédo
antimicrobiana. Todas as cubetas foram cobertas com PARAFILM®. O extrato, a quitosana
1% e o revestimento foram adicionados em trés concentragcdes (100%, 50% e 25%) sendo as
diluicbes feitas em agua estéril, em duplicata. O parametro utilizado para caracterizacdo da
atividade antimicrobiana do extrato foi a concentracdo de polifendis totais do extrato
(contedos aproximados de 1834,00; 917,00 e 458,50 mg de acido galico equivalente/100 g
de amostra, para cada diluicéo, respectivamente).

A densidade oOptica (DO) de cada amostra foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 630 nm (SHIMADZU, modelo UV-180) logo apés as cubetas terem
sido cobertas com PARAFILM® e ap6s 24 horas de incubacéo a 35 °C sob agitacdo de 225
rpm. Posteriormente ao periodo de incubacdo, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL para
contagem de células viaveis em placa pelo método de spread plate, em agar Oxford (OXA)
para L.inoccua ou em agar desoxicolato-lisina-xilose (XLD) para S.enteritides e incubadas
por 24 horas a 37 °C. A menor concentragdo do composto ativo resultando em crescimento
ndo significativo, com diferenca maxima em 0,05 entre as leituras da densidade Optica antes e
apos incubacéo foi estabelecida como o CIM. Ja a CBM foi determinada pela auséncia de

crescimento microbiano nas placas.
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4.2.5 Preparo do revestimento comestivel

O revestimento incorporado dos compostos bioativos encapsulados foi produzido
a partir da homogeneizacao do extrato dos subprodutos de acerola liofilizados com a solugéo
de quitosana em proporcdes 2:1 e 1:1 (volume de solucdo de quitosana 1%: volume de
extrato) em triplicata.

A solucdo a base de quitosana utilizada para elaborar o revestimento foi preparada
na concentracdo de 1% (p/v) em &gua destilada, sendo que para completa solubilizacdo do
polissacarideo, adicionou-se &cido acético glacial a 1%. A solucdo permaneceu sob agitacdo
por 12 horas em temperatura ambiente (25 °C) e, em seguida, filtrada sob vacuo em funil de
vidro sinterizado (tamanho 3).

O extrato foi misturado por gotejamento na solugdo de quitosana 1% em aparelho
Polytron a 11.000 rpm. Posteriormente, adicionou-se glicerol 1,5% (v/v) na solucdo para
melhorar as propriedades de barreira ao vapor d’agua do filme. Entdo, o revestimento foi
homogeneizado em aparelho Polytron a 24.000 rpm por 1 minuto. O revestimento foi
acondicionado em recipientes de vidro protegidos da luz, com papel aluminio, e armazenados
a4°C.

4.2.6 Processamento minimo

O processamento minimo foi realizado no Laboratério de Processamento, anexo
ao Laboratério de Frutas e Hortalicas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceard, com temperatura do ambiente mantida a 14 °C. Antes do
processamento, todos os utensilios e 0 ambiente foram previamente higienizados com agua
clorada (150 uL.L‘I de cloro livre, pH 7.0). Os manipuladores foram protegidos com luvas de
latex, aventais e mascaras para evitar possiveis contaminagdes para o alimento.

Os melbes foram selecionados, lavados com &gua corrente para retirada de
impurezas do campo e higienizados com agua clorada (200 uL.L‘I de cloro livre, pH 7.0, por
10 minutos). Apds secagem em papel absorvente, os frutos foram processados de acordo com
as seguintes etapas: corte das extremidades, retirada da casca, corte transversal dividindo o
fruto em metades equivalentes, retirada das sementes e cortes em cubos (3 cm x 3 ¢cm) de
aproximadamente 25 g. Posteriormente, os cubos foram imersos em 4gua clorada (50 pL.L”

de cloro livre, pH 7.0) por 30 segundos e drenados por 2 minutos.
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4.2.7 Aplicagao do revestimento nos meldes minimamente processados

Apdbs o processamento minimo, os cubos de meldo foram imersos por 5 minutos
na solucdo do revestimento, com temperatura do ambiente mantida a 14 °C e, em seguida,

drenados por 2 minutos para remover o excesso da solucéo.

Os cubos de mel&o revestidos e os controle foram acondicionados em bandejas
de tereftalato de polietileno (PET) em nimero de oito (160 — 200 g), as quais, foram envoltas
com filme de PVC (marca MWRAP®). A permeabilidade desse filme plastico ¢ de 142.86
fmol s m?kPa " a0 vapor d’agua a 38 °C, 90% de U.R, de 52.38 fmol s* m?kPa a0 O, a
23 °C, 90% U.R e de 2.38 fmol s* m? kPa ™* ao CO, a 23 °C, 90% U.R. As bandejas
preparadas foram armazenadas em refrigerador doméstico a 10+1 °C durante 12 dias, sendo os
frutos minimamente processados analisados quanto aos parametros de qualidade (fisicos e
fisico-quimicos), microbioldgicos, compostos bioativos e atividade antioxidante total a cada 3
dias ao longo de 12 dias de armazenamento. A Figura 1 a seguir, representa o fluxograma das

etapas do processamento minimo e aplicacdo do revestimento nos meldes.

Figura 1 — Fluxograma do processamento minimo do meldo e aplicacdo do revestimento
comestivel a base de quitosana adicionado de extrato de compostos bioativos extraidos dos
subprodutos de acerola.
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4.2.8 Analises de qualidade

4.2.8.1 pH

O pH foi determinado através de leitura direta utilizando potenciémetro digital
com membrana de vidro, calibrado com soluces tampédo de pH 4,0 e 7,0, conforme IAL
(2005).

4.2.8.2 Solidos Soluveis (SS)

A polpa foi filtrada em papel de filtro e, posteriormente, o contetdo de sélidos
soltveis foi medido utilizando um refratdmetro digital (marca Atago ®, modelo Pocket PAL-
1) com compensacdo automatica de temperatura, de acordo com metodologia recomendada

pela AOAC (2002). Os resultados foram expressos em °Brix.

4.2.8.3 Acidez Titulavel (AT)

A acidez titulavel (AT) foi determinada por titulacdo volumétrica com solucédo de
NAOH 0,1 N conforme IAL (2005). Aproximadamente 2 g da amostra foi pesada e diluida
em 50 mL de &gua destilada. Fenolftaleina 1% foi utilizada como indicador. Uma solucéo de
NaOH 0,1 N foi adicionada lentamente até a mudanca de cor para levemente réseo. Os

resultados foram expressos em percentagem de acido citrico.

4.2.8.4 Relacdo Solidos Sollveis / Acidez Titulavel (SS/AT)
A variadvel SS/AT foi obtida através da razdo entre o contetido de sélidos solUveis

e a acidez total titulavel.

4.2.8.5 Cor

Para a determinacdo da cor as amostras foram adicionadas em placas de Petri em
quantidades suficientes para cobrir a base da mesma. As leituras foram obtidas a partir da
emissdo de um feixe de luz da lente do espectofotdmetro, medidos por reflectancia, utilizando
um colorimetro (Konica Minolta spectrophotometer CM — 3500d). Os resultados foram
expressos de acordo com as coordenadas CIELAB que incluem as variaveis L*, a*, b*, C* e h
sendo L* uma medida da luminosidade de um objeto e varia de 0 (para o preto) até 100 (para
0 branco), a* € uma medida do vermelho (a* positivo) ou do verde (a* negativo), b* é uma

medida do amarelo (b* positivo) ou do azul (b* negativo), C* (Croma) uma medida da
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intensidade da cor , onde C* = 0 representa o cinza, aumentando a intensidade da cor com o
aumento do valor, e h a tonalidade, onde 0° vermelho, 90° amarelo, 180° verde e 270° azul. .

4.2.8.6 Firmeza

A firmeza foi determinada por meio de um penetrometro digital computadorizado
(marca Stable Micro Systems, modelo TA.XT2i Texture analyser), com ponteira de 11 mm de
diametro. Para essa determinacdo, realizou-se quatro leituras em regides diferentes e opostas

dos cubos de melédo. Os resultados foram expressos em Newton (N).

4.2.8.7 Perda de peso

A determinacdo da perda de peso foi realizada utilizando uma balanca digital. Os
resultados foram expressos em percentagem (%), sendo o tempo 0 (dia do processamento)
correspondente a 0%. O célculo foi realizado de acordo com a seguinte formula:

Perda de peso (%) = [(Ps— P;) / Pi] * 100

onde, P:: peso em gramas da bandeja de cubos de meldo no tempo de analise (3,
6, 9 ou 12 dias);

Pi : peso em gramas da bandeja de cubos de meldo no tempo anterior ao

analisado (0, 3, 6 ou 9 dias).

4.2.9. Quantificacédo dos compostos bioativos
4.2.9.1 Vitamina C

O conteudo foi determinado por método titulométrico utilizando solucdo de
Tillman (DFI / 2,6 diclorofenolindofenol 0,02 % de acordo com metodologia de Strohecker e
Henning, 1967). Diluiu-se 1 g da amostra em 10 ml de acido oxalico 0,5 %. Em seguida, foi
retirado uma aliquota de 2 mL e titulada com solugéo de Tillman até mudanca permanente de

coloragéo. Os resultados foram expressos em mg / 100g de polpa.

4.2.9.2 Flavondides amarelos e Antocianinas totais

A determinacéo de flavondides amarelos e de antocianinas totais nas amostras foi
realizada segundo metodologia descrita por Francis (1982). Foi pesado aproximadamente 1 g
da amostra em um bécker contendo 8 mL da solugéo extratora etanol — HCI 1,5 N (85:15)
seguido por homogeneizagao por 2 minutos em homogeneizador tipo “turrax”. Logo apods, o
conteddo foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL coberto com papel aluminio e o

volume aferido com a solucdo extratora. Posteriormente, o contetdo foi transferido para
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frascos de vidro cobertos com papel aluminio e deixado descansar por 12 horas em
refrigerador a 4 °C. ApOs esse periodo, o material foi filtrado utilizando papel filtro
qualitativo 80 g/m? e o filtrado teve a sua absorbancia analisada, utilizando espectrofotometro
(SHIMADZU UV-1800), em 374 nm para os flavondides amarelos e em 535 nm para as

antocianinas totais. Os resultados foram expressos em mg/100 g de amostra.

4.2.9.3 Carotenoides Totais (Licopeno e - caroteno)

Os carotendides licopeno ¢ B-caroteno foram determinados pelo método de Nagata e
Yamashita (1992). Em tubo de ensaio protegido da luz com papel aluminio, foram colocados
1 g da amostra liofilizada e 10 mL da mistura extratora (acetona-hexano na proporc¢éo 4:6) e,
posteriormente, agitada por 1 minuto. O material foi filtrad, utilizando papel filtro qualitativo
80 g/m? e o filtrado teve sua absorbancia analisada, utilizando espectrofotometro
(SHIMADZU, modelo UV-1800), a 453, 505, 645 e 663 nm. Os resultados foram expressos
em pg/100g de amostra através da formula: (-0,0458*a663 + 0,204*a645 + 0,372*a505 —
0,0806*a453)*1000 para licopeno e (0,216*a663 — 1,22*a645 - 0,304*a505 +

0,452*a453)*1000 para 3 -caroteno, onde ax = absorbancia no comprimento x de onda.

4.2.9.4 Atividade Antioxidante Total (AAT) e Polifendis Extraiveis Totais (PET)

4.2.9.4.1 Obtencdo do extrato

O extrato para a determinacdo da atividade antioxidante total e polifendis totais
foi obtido segundo metodologia descrita por Larroauri et al. (1997). Aproximadamente 0.5 g
da amostra seca foram pesados e a estes foram adicionados 2 mL da solugéo de metanol 50%.
A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso por 1 h a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi centrifugado a 5.000 rpm por 30 minutos a 8 °C e o sobrenadante
recolhido em bal&o volumétrico de 5 mL. O precipitado dessa extracdo foi ressuspenso em 2
mL da solugédo de acetona 70%, homogeneizado, deixado em repouso por 1 h a temperatura
ambiente e centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 8 °C. O sobrenadante foi recolhido e
colocado em baldo volumétrico junto ao primeiro, sendo o volume final aferido com agua

destilada.

4.2.9.4.2 Determinag&o da Atividade Antioxidante Total (AAT)
A atividade antioxidante total foi determinada conforme metodologia
desenvolvida por Re et al. (1999) e adaptada por Rufino et al. (2006). A técnica envolve a

producéo direta do radical croméforo ABTS™ de cor azul esverdeado através da reagéo entre
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ABTS™ (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e persulfato de potassio. O
radical catidnico ABTS™ diluido em &lcool etilico P.A. foi produzido pela reagdo da solugio
de ABTS™ 7 mM com solucéo de persulfato de potassio 140 mM, em seguida a mistura foi
mantida no escuro a temperatura ambiente por 16 h antes de ser utilizada. Para a analise AAT,
a absorbancia da solugdo do radical ABTS™ foi monitorada a 734 nm enguanto etanol
absoluto foi adicionado de modo que esta alcangasse valores proximos a 0,700.

A atividade antioxidante total foi calculada com base em uma curva padrao linear
utilizando como antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-
2-acido carboxilico — Trolox, a 2000 uM (Sigma) preparado com etanol absoluto utilizando
concentragdes entre 100 e 2000 pM.

Em ambiente escuro, com as analises realizadas em triplicata para cada
concentracdo, foram misturados 30 pL das solucdes de Trolox com 3 mL da solucdo do
radical ABTS™ preparada. As absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro
(SHIMADZU UV-1800) a 734 nm, 6 minutos ap0s a adi¢do da solugdo do radical. A partir
dessa curva foi obtida uma equacéo 1, da qual calculou-se a absorbéancia referente a 1000 uM
de Trolox.

Utilizando o extrato obtido (item 4.2.9.4.1), foram preparadas trés concentragdes:
100.000, 50.000 e 25.000 mg/L. Seguindo os mesmos procedimentos utilizados na
determinacdo da curva padrdo uma equacao linear 2, também foi obtida. A AAT das amostras
foi calculada substituindo na equacdo 2 a absorbancia equivalente a 1000 UM de Trolox. Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em

MM Trolox/g de amostra.

4.2.9.4.3 Determinacdo de Polifendis Extraiveis Totais (PET)

Os polifendis extraiveis totais foram determinados conforme o método descrito
por Obanda e Owuor (1997). Em ambiente escuro, foram adicionados 150 pL do extrato
obtido, 850 pL de agua destilada, 1 mL de Folin Ciocalteau (1:3), 2 mL da solucdo de
carbonato de sodio anidro (Na,COs) a 20% e 2 mL de &gua destilada. A mistura de reacéao foi

homogeneizada e as leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro a 700
nm (SHIMADZU UV-1800), 30 minutos apés a adi¢do dos reagentes. As concentracfes de

polifenois soluveis totais foram calculadas com base em uma curva padrdo de doses
crescentes de acido galico 98% (0 - 50 pg). Os resultados foram expressos em mg de acido

galico equivalente/100 g de amostra.
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4.2.10 Analises microbioldgicas

As contagens de bactérias mesofilas, psicotrofilas, bactérias lacticas, bolores e
leveduras foram realizadas, em triplicata, durante o armazenamento para fins de
conhecimento da influéncia do revestimento antimicrobiano sobre a microbiota nativa do
minimamente processado, sendo a presenca de patdgenos verificada no tempo zero (dia do
processamento), 3° dia, 6° dia, 9 ° dia e no final do armazenamento (12 ° dia).

4.2.10.1 Mesofilos

Para a enumeracdo de aerdbios meséfilos foram utilizadas placas de Compact
Dry™ TC (Total Count), segundo as instrucdes do fabricante. Foram pesadas, assepticamente,
25 g da amostra em sacos de stomacher, onde foram adicionados 225 mL de &gua peptonada
0,1% e, por conseguinte, homogeneizados durante 1 minuto. Em seguida, foram realizadas
diluicbes seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e, de cada
diluicéo, foram transferidas aliquotas de 1mL para a superficie das placas Compact Dry™
TC, especificas para estes microrganismos. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.
Apbs o periodo de incubacdo, as colbnias formadas foram enumeradas, sendo o resultado da

contagem corrigido de acordo com a dilui¢do considerada e expresso em UFC/g.

4.2.10.2 Psicotroficos

Para a contagem de aerobios psicotroficos foram utilizadas placas de Compact
Dry™ TC, segundo as instrucdes do fabricante. Foram pesadas, assepticamente, 25 g da
amostra em sacos de stomacher onde foram adicionados 225 mL de agua peptonada 0,1% e,
por conseguinte, homogeneizados durante 1 minuto. Em seguida, foram realizadas dilui¢cGes
seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e, de cada diluig&o,
foram transferidas aliquotas de 1mL para a superficie das placas Compact Dry™ TC,
especificas para estes microrganismos. As placas foram incubadas sob refrigeracdo a 7 °C a
durante 7 dias. Apds o periodo de incubacéo, as col6nias formadas foram enumeradas, sendo
o0 resultado da contagem corrigido de acordo com a diluicdo considerada e expresso em
UFC/g.

4.2.10.3 Bactérias laticas
Para a contagem de bactérias laticas foram utilizadas placas Compact Dry™ TC,
segundo as instrucdes do fabricante. Foram pesadas, assepticamente, 25 g da amostra em

sacos de stomacher onde serdo adicionados 225 mL de agua peptonada 0,1% e, por
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conseguinte, homogeneizados durante 1 minuto. Em seguida, foram realizadas dilui¢Oes
seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e, de cada diluig&o,
foram transferidas aliquotas de 1mL das diferentes diluicGes para a superficie das placas
Compact Dry™ TC, especificas para estes microrganismos. As placas foram incubadas a 37
°C em anaerobiose por 48h. Ap6s o periodo de incubacdo, as colénias formadas foram
enumeradas, sendo o resultado da contagem corrigido de acordo com a dilui¢cdo considerada e

expresso em UFC/g.

4.2.10.4 Bolores e Leveduras

A amostra foi analisada por plaqueamento utilizando placas Compact Dry™ YM
(Yeast & Mold Count), especificos para contagem de bolores e leveduras, segundo as
instrucdes do fabricante. Foram pesadas, assepticamente, 25 g da amostra em sacos de
stomacher onde foram adicionados 225 mL de &gua peptonada 0,1% e, por conseguinte,
homogeneizados durante 1 minuto. Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes seriadas em tubos
de ensaio contendo 9 ml de agua peptonada 0,1% e, de cada diluicdo, foram transferidas
aliquotas de 1mL para a superficie das placas Petrifilm™ YM (Agar Batata Dextrose
acidificado), especificas para estes micro-organismos. As placas foram incubadas a 25 °C
durante 5 dias. Apds o periodo de incubacdo foi realizada a contagem das coldnias e 0
resultado da contagem foi corrigido de acordo com a diluicdo considerada e expressa em
UFC/g.

4.2.10.5. Deteccéo da presenca de Listeria monocytogenes
A metodologia empregada para deteccdo de Listeria monocytogenes foi o método
Health Protection Branch do Canada (PAGOTTO; DALEY; FARBER, 2001).

4.2.10.5.1. Pré-enriquecimento, Enriquecimento seletivo e Isolamento

Na etapa de pré-enriquecimento foram adicionados 25 g da amostra em 225 mL
de Caldo de Enriquecimento para Listeria Tamponado (LEB). A amostra foi incubada a 30°C
por 24 horas.

No enriquecimento seletivo foi retirado 0,1 mL da cultura do LEB apos a
incubacéo e adicionado em 10 mL de caldo Fraser suplementado. Em seguida, reincubou-se o
LEB por mais 24 horas na temperatura inicial. O tubo de caldo Fraser foi incubado a 35 °C
por 24 a 26 horas. O tubo de ensaio que apresentou mudancga de cor, de amarelo para roxo, foi

considerado positivo.
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4.2.10.6 Deteccao da presenca de Salmonella
A deteccdo da presenca desse micro-organismo foi realizada conforme
metodologia descrita pelo Food and Drug Administration (FDA, 2007).

4.2.10.6.1. Pré-enriquecimento, Enriquecimento seletivo e Isolamento

Para a etapa de pré-enriquecimento, 25 g da amostra foram adicionados em um
recipiente contendo 225 mL de caldo lactosado, o qual foi, posteriormente, incubado a 35 °C
por 24 horas com a tampa ligeiramente afrouxada.

Apo6s o periodo de incubagdo, foi realizado o enriquecimento seletivo. Nessa
etapa, 0,1 mL da cultura contida no recipiente com caldo lactosado foi adicionada em tubo de
ensaio contendo 10 mL de Caldo Rappaport- Vassilidis modificado (RV), enquanto que 1,0
mL foi adicionado em tubos de ensaio contendo 10 mL de Caldo Tetrationato (TT). O tubo de
Caldo Rappaport foi colocado em banho Maria a 42 °C por 24 a 26 horas, enquanto que o
tubo de Caldo Tetrationato foi incubado em estufa a temperatura de 35 °C por 24 a 26 horas.

O plagueamento diferencial foi utilizado para a etapa de isolamento. Nesse
método, ap6s homogeneizacdo dos tubos de ensaio, com o auxilio de uma al¢a de plastico,
uma aliquota de cada tubo de ensaio incubado (com caldos RV e TT), foi estriada em placas
com meio Agar Entérico de Hectoen (HE), Agar Bismuto Sulfito (BS) e Agar Xilose Lisine
Desoxicolato (XLD) e, posteriormente, foram incubados a 35 °C por 48 horas.

Apbs a incubacdo as coldnias apresentam caracteristicas diferentes em cada meio
de cultura plaqueado. No HE, as col6nias tipicas de Salmonella apresentam-se transparentes,
com coloracdo verde- azuladas, com ou sem centro preto. Algumas cepas atipicas apresentam
coldnias com coloracdo amarela, com ou sem o centro preto. No BS, as col6nias tipicas
apresentam coloracdo castanha, cinza ou preta, com ou sem brilho metdlico. No XLD, as
coldnias tipicas apresentam coloragdo rosa escuro, com centro preto e uma zona avermelhada
levemente transparente em redor. Algumas cepas de Salmonella, ndo produtoras de &cido

sulfidrico (H2S), podem apresentar coldnias com coloragédo rosa escuro, sem o centro preto.

4.2.11 Analise estatistica

A avaliacdo dos resultados foi feita através do programa SISVAR (FERREIRA,
1999). Para os testes de otimizacdo dos parametros de extragcdo dos compostos bioativos dos
subprodutos de acerola foram avaliados através do teste de Tukey a 5% de significAncia. Os

dados obtidos durante o armazenamento foram avaliados objetivaram a andlise do efeito do
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revestimento comestivel de quitosana adicionado compostos bioativos microencapsulados
extraidos de subprodutos de acerola, nas caracteristicas de qualidade, compostos bioativos,
atividade antioxidante total e microbiologicas em relacdo ao tempo de armazenamento do
meldo minimamente processado (0, 3, 6, 9 e 12 dias).

Anélise de interacdo foi realizada seguida de teste de significancia e de regressdo
linear. A analise de variancia (a = 5%) foi realizada para testar diferenga entre os resultados.
O modelo ANOVA foi o de um delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticbes
em duplicata dos experimentos. Quando os tratamentos variaram significativamente entre si,
aplicou-se teste de regressdo linear. No entanto, quando n&o variaram significativamente, os
tratamentos foram analisados como repeticOes alicando-se Tukey a 5% de probabilidade para
verificar se houve variacao estatistica entre os tempos

Para analise de correlacdo entre os parametros analisados utilizou-se o programa
XLSTAT.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgdo dos subprodutos de acerola in natura e liofilizados

Os subprodutos de acerola na forma in natura e liofilizados apresentaram altos
conteddos de compostos bioativos e de atividade antioxidante total, como apresentado na
Tabela 3. Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008) avaliaram o conteido de polifendis totais de
dezessete frutos de diferentes regides tropicais. De acordo com a classificacdo dada por estes
autores, os subprodutos liofilizados tém alto contetdo de polifendis (>2500 mg AGE/ 100g

em base seca).

Tabela 3 — Conteudo de compostos antioxidantes e atividade antioxidante total de

subprodutos de acerola em estadio de maturagdo maduro nas formas in natura e liofilizados.

Vit. C (mg/100g) PET (mg Flav. Ant. AAT (UM Trolox

Subproduto AGE/100g) (mg/100g) (mg/100g) equivalente/g)

In natura 1204.31 + 13.20b 1903.31 £16.90b  18.78 = 0.37b  29.05+ 0.44b 48.10% 2.20b

Liofilizado  5532.90 £ 30.68a  9061.66 + 10.66a 92.97£0.212 94.60+ 0.14a 163.65+ 2.132

*Vit. C: Vitamina C; PET: Polifendis extraiveis totais; AGE: acido galico equivalente; Flav.: Flavonoéides
amarelos; Ant.: Antocianinas totais; AAT: Atividade Antioxidante Total.

*Para cada coluna, letra diferente indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os residuos de acordo com teste de
Tukey.

Os contetdos de PET, flavondides amarelos e antocianinas totais do subproduto in
natura e liofilizados foram superiores aos determinados por Oliveira et al. (2012) para polpa
de clones de aceroleira, no estddio maduro e vermelho, onde os valores variaram de 931 a
1679 mg AGE/ 100g de polpa, de 6.46 a 10.06 mg de flavonodides amarelos/ 100g de polpa e
de 6.49 a 17.72 mg de antocianinas totais/100g de polpa, enquanto a vitamina C esteve na
dentro da faixa detectada pelos autores (1201 a 1820mg/ 100g de polpa). Miller et al. (2010)
relataram contetdo de polifendis de 1152 mg AGE/ 100g em polpa de acerola.

As antocianinas nos subprodutos de acerola sdo superiores ao geralmente
encontrado na polpa, devido a maior concentracdo deste componente na pelicula do fruto.
Entretanto, a vitamina C esta distribuida mais uniformemente em todas as estruturas celulares
(AYALA-ZAVALA et al., 2010).

A dieta é apontada por estudos epidemioldgicos como fundamental para a
prevencdo de doencas cronicas (BAUMAN, 2004; PARILLO, RICCARDI, 2004), sendo as
frutas associadas a um menor risco dessas doencas (YAHIA, 2010). Varios estudos tém

relatado os beneficios nutricionais das frutas, especialmente em relacdo aos componentes



49

antioxidantes (ALMEIDA et al., 2011; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011;
MARTINEZ et al., 2012; RUFINO et al., 2010). Por possuirem a capacidade de proteger as
células contra os danos causados pelo estresse oxidativo das espécies reativas de oxigénio, 0s
antioxidantes sao indispensaveis na dieta, 0 que promove interesse mundial em antioxidantes
endogenos e exogenos (RAJENDRAN et al., 2014). Como observado nos resultados da
Tabela 3, os subprodutos de acerola s&o uma boa fonte de compostos bioativos inclusive
apresentando conteddos superiores aos registrados em literatura na polpa

Moo-Huchin et al. (2014) demonstraram que a casca de caju amarelo e vermelho
liofilizadas sdo boas fontes de antioxidantes. Segundo Avyala-Zavala et al. (2010), os
subprodutos de frutas frescas podem enriquecer a capacidade antioxidante de produtos
minimamente processados, além de satisfazer as exigéncias dos consumidores por produtos
preservados de forma mais natural.

Em estudo sobre a quantificacdo dos principais compostos antioxidantes de
subprodutos de frutas tropicais (acerola, goiaba, abacaxi, cupuagu, bacuri e graviola), Sousa et
al.(2011) encontraram contetdos de antocianinas totais, vitamina C e polifendis totais (8.84
mg/ 100g de subproduto, 89.55 mg/ 100g de subproduto e 247.62 mg AGE/ 100g de
subproduto, respectivamente) inferiores aos valores detectados tanto no subproduto in natura
como no liofilizado. Por outro lado, os conteldos de antocianinas e vitamina C foram
similares aos registrados por Moreira (2007), enquanto que para os polifendis totais foi muito
superior ao detectado pelo mesmo autor.

Silva et al.(2014) encontraram conteudos de 245.90 mg de antocianinas/ 100g e de
98,05mg de flavondides amarelos/ 100g em sementes de acerola.

Assim, optou-se pela utilizacdo dos subprodutos na forma liofilizada tanto por sua
maior estabilidade durante o armazenamento, em relagdo ao subproduto in natura, como por
apresentar maior concentracdo de compostos bioativos. Além disso, facilita a
homogeneizacdo entre os componentes do subproduto (pelicula, sementes e fibras) e aumenta
a superficie de contato durante o processo de extracdo, pois uma maior area superficial estara

em contato com a solucgéo extratora

5.2 Otimizagdo da extracdo dos compostos bioativos dos subprodutos de acerola

liofilizados

A Tabela 4 nos mostra o contetdo de vitamina C e polifendis extraiveis totais

(PET), bem como a atividade antioxidante total (ATT) dos tratamentos experimentais
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(TABELA 1 do item 4.2.2) quanto aos parametros velocidade de rotacdo (rpm) e tempo de
extragdo para otimizar o procedimento de extragao.

Para o tempo de extracdo 5 minutos ndo houve variacao significativa entre teores
de vitamina C, PET e a AAT e a velocidade de rotacdo aplicada. O tempo 3 minutos
apresentou comportamento oposto ao tempo 5 minutos, uma vez que, 0s teores dos compostos
bioativos analisados diferiram significativamente entre as velocidades de rotacéo.

A velocidade de rotacdo 15500 rpm variou significativamente com o tempo de
extracdo para vitamina C e PET. O contetdo de vitamina C recuperado variou de 379.64 a
703.92 mg/100g e de PET variou de 429.63 a 560.33 mg AGE mg/100g. Contudo, para a
ATT apenas o tempo 3 minutos diferiu significativamente. Foi com a velocidade de rotagao
gue se obteve contetdos mais elevados de vitamina C e PET, além da ATT. O que € esperado
considerando que 0s compostos biotivos, em especial a vitamina C para a acerola, influenciam
a ATT (OLIVEIRA et al., 2012).

Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que para a mesma velocidade de
rotacdo de 15500 rpm, os conteudos de vitamina C, PET e ATT no tempo de 5 minutos foram
menores que os valores no tempo de 3 minutos e estes maiores que os valores no tempo 1
minuto. Provavelmente este fato esta relacionado também ao aquecimento das hélices do
equipamento utilizado no processo de extracdo no tempo de 5 minutos, degradando assim os
compostos de interesse. Enquanto para 1 minuto, o tempo de contato entre a 4gua destilada e
0s subprodutos pode ndo ter sido suficiente para romper a maioria das células vegetais e

extrair maior contetido de compostos bioativos.
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Tabela 4 — Conteudo de vitamina C, polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante totaldos extratos aquosos obtidos por meio de

Velocidade
de rotacéo Vit. C (mg/100q) PET (mg AGE/100q) AAT (UM Trolox equivalente/g)
(rpm) 1 min. 3 min. 5 min. 1 min. 3 min. 5 min. 1 min. 3 min. 5 min.
7000 492.64+33.18 | 419.74+10.07 | 458.22+32.81 | 472.00+2.43 | 472.92+1.13 | 488.65+2.00 14.55+0.06 | 14.28+0.12 | 14.16+0.13 aA
bB Aa aAB aA bA Aa aB bA
15500 379.64+24.87 | 703.92+10.44 | 479.1+13.99 | 518.48+6.06 | 560.33+2.90 | 489.25+1.50 14.49+0.17 | 15.37+0.06 | 14.10+0.09 aA
aA cC aB bB cC aA aA cB
24000 516.48+6.66 482.01+ 428.52+9.68 | 491.79+0.50 | 429.63+1.86 | 484.14+1.02 14.50+0.05 | 13.15+0.04 | 14.23+0.05 aB
bB 12.17bAB aA aB aA aB aC aA

*Vit. C: Vitamina C; PET: Polifenois extraiveis totais; AGE: acido galico equivalente; AAT: Atividade Antioxidante Total.*Para cada variavel, letra mindscula diferente em
uma mesma coluna indica diferenga estatistica em P<0.05 entre as velocidades de rotacdo para um mesmo tempo de extracdo de acordo com teste de Tukey. Para cada

variavel, diferente letra maidscula em uma mesma linha indica diferenca estatistica em P<0.05 entre os tempos de extragdo para uma mesma velocidade de rotagdo de acordo
com teste de Tukey.*Testes realizados utilizando agua destilada como solucéo extratora na propor¢édo 1:15 (peso em gramas dos residuos liofilizados de acerola : volume em mL
de agua destilada).
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O maior contetdo de vitamina C recuperado no extrato foi obtido para as variaveis
15500 rpm e 3 minutos, que também apresentaram os maiores contetdos de polifendis
extraiveis totais e atividade antioxidante total. Portanto, para a etapa seguinte de otimizacao
utilizou-se os parametros de velocidade de rotacdo e tempo de extracdo de 15000 rpm/3
minutos.

Os resultados dos conteddos dos principais compostos bioativos presentes nos
extratos dos subprodutos do processamento de acerola para diferentes concentracGes e volume
de solucdo extratora estdo apresentados na Tabela 5.

O conteudo de vitamina C variou de 319.74 a 1941.17 mg/ 100g de extrato. Para
todas as concentragdes, a vitamina C nos extratos aquosos variou significativamente em
relacdo aos extratos etanolicos, apresentando os maiores valores entre as quatro solucdes
extratora nas concentragfes 1:10; 1:15 e 1:20 e 0s menores nas concentracdes 1:4; 1:6 e 1:8.
Entre as solugdes etandlicas, observa-se que, para uma mesma concentracao, a solucdo etanol
50% diferiu significativamente das demais nas trés maiores concentragdes (1:4; 1:6; 1:8).
Além disso, os extratos com as menores concentracdes utilizando etanol 50% foram os que
apresentaram maiores conteldos de vitamina C, sendo o valor maximo recuperado deste
composto bioativos no extrato na concentragéo 1:4.

Em relagdo aos polifenois, os valores variaram de 258.40 a 1833.97 mg AGE/
100g de extrato. Para todas as solugdes extratoras, observa-se na Tabela 5 que os maiores
valores de PET recuperados no extrato foram na concentracdo 1:4. A solucdo etandlica 50%
apresentou o maior contedo de PET (1833.97 mg AGE/ 100g de extrato) entre as solucdes
extratoras na concentragdo 1:4.

As antocianinas totais variaram de 2.90 a 33.25 mg/ 100g de extrato e 0s
flavonoides amarelos variaram de 2.67 a 40.94 mg/ 100g de extrato. Estes compostos
bioativos apresentaram comportamento semelhante aos polifendis, uma vez que 0s maiores
conteudos foram recuperados nos extratos de concentracdo 1:4 e nesta concentracao a solucao
etanolica 50% foi a que apresentou os maiores valores de antocianinas totais e flavonoides

amarelos.
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Tabela 5 — Conteldo de compostos bioativos e atividade antioxidante total dos extratos aquosos e
etandlicos dos subprodutos de acerola obtidos por meio de turbodlise utilizando diferentes concentragdes e

volumes da solucéo extratora.

Solucéo Vit. C (mg/100g) PET (mg Ant. Flav. (mg/100g) AAT (UM
extratora AGE/100g) (mg/100g) Trolox
equivalente/q)

1:4  Agua destilada 1082.60+3.86aD 691.42+1.75 aB 7.37+0.24 aE 5.59+0.25 aD 34.15+1.18 aE
1:4 Etanol 25% 1345.23+5.69bE 1492.69+0.7 cE 22.14+0.52 bF 21.20+0.56 bE 77.23£0.52 cF
1:4 Etanol 50% 1941.17+1.08cE 1833.97+£1.01dD 33.25+0.61 dE 40.94+0.12 cE 83.47+0.51 dE
1:4 Etanol 100% 1391.99+0.10bE 1184.59+0.53 bC 29.11+0.19 cF 21.55+0.57 bF 64.42+0.38 bD
1:6 Agua destilada 933.26+0.36aC 667.52+0.51 aB 6.53+0.35 aD 3.44+0.31 aB 32.27+0.28 aD
1:6 Etanol 25% 1062.41+0.36bD 1009.64+0.51 bD 14.48+0.18 bE 10.33+0.35 bD 60.25+0.31 bE
1:6 Etanol 50% 1618.82+0.21dD 1029.60+0.58 bC 20.42+0.30 cD 13.58+0.47 cD 68.24+0.31 dD
1:6 Etanol 100% 1348.45+0.31cD 866.36+0.36 aB 20.28+0.24 cE 23.15+0.74 dE 73.09+0.89 cE
1:8 Agua destilada 879.85+1.53aC 644.46+0.45 aB 5.35£0.22 aC 4.22+0.23 aC 25.73x0.25 aC
1:8 Etanol 25% 995.15+4.03bD 721.21+0.26 aC 12.39+0.10 bD 4.78+0.12 aBC 36.19+0.14 cD
1:8 Etanol 50% 1390.47+2.05cC 818.49+0.26 aC 14.2940.09 dC 9.2240.13 bC 61.59+0.34 dD
1:8 Etanol 100% 970.57+0.40bC 682.45+0.40 aB 13.12+0.09 cD 13.63+0.11 cD 31.71+0.10 bB
1:10  Agua destilada 740.38+0.43bB 567.71+0.26aAB 4.21+0.11 aB 3.53+0.11 aBC 26.48+0.35 aC
1:10  Etanol 25% 627.91+0.20aC 490.89+0.08aB 4.46+0.11 aB 4.22+0.10 bB 29.37+0.42 bC
1:10  Etanol 50% 597.28+0.34aB 536.65+0.22aB 4.36%0.16 aB 3.64+0.37 abAB 42.49+0.40 dC
1:10  Etanol 100% 620.52+0.13aB 469.36x0.15 aAB 8.85+0.13 bC 9.90£0.10 cC 36.20+0.30 cC
1:15  Aguadestilada  703.92+1.44bB  543.73+2.90bAB 3.1820.18 aA 3.10£0.02aAB  15.37+0.06 aB
1:15  Etanol 25% 453.37+£0.59aB 318.70+0.19aAB 6.261+0.21 bC 5.42+0.22 cC 26.45+0.17 bB
1:15  Etanol 50% 491.31+0.32aA 386.28+0.41abAB 3.63£0.20 aA 4.11+0.10 bB 34.18+0.2 dB
1:15  Etanol 100% 444.00+£0.88 aA 298.52+6.29aA 6.04+0.04 bB 8.41+0.09 dB 32.23+0.13cB
1:20  Agua destilada 497.14+0.34bA 378.79+0.75aA 2.90£0.20 aA 2.67£0.27 aA 12.47+0.21 aA
1:20  Etanol 25% 319.74+0.75aA 258.40+0.63aA 3.60+0.33 bA 3.34+0.25 bA 23.32+0.28 bA
1:20  Etanol 50% 436.19+0.48bA 299.55+0.51aA 3.31+0.26 abA 3.14+0.04 abA 23.43+0.52 bA
1:20  Etanol 100% 469.91+0.52bA 264.37+0.47aA 5.40+0.21 cA 5.64+0.25 Ca 25.41+0.39 cA

*Vit. C: Vitamina C; PET: Polifenois extraiveis totais; AGE: acidogalico equivalente; Flav.: Flavonoides amarelos; Ant.:
Antocianinas totais; AAT: Atividade Antioxidante Total. *Para cada variavel, letra mintascula diferente em uma mesma coluna
indica diferenca estatistica em P<0.05 entre as solugdes extratoras para uma mesma propor¢do de acordo com teste de Tukey.
Para cada variavel, letra maitscula diferente em uma mesma coluna indica diferenca estatistica em P<0.05 entre propor¢des
diferentes para uma mesma solucéo extratora de acordo com teste de Tukey.
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A atividade antioxidante total variou significativamente entre os extrato aquosos e
etandlicos em cada uma das 6 concentracGes analisadas. Com exce¢do da menor concentracao
(1:20), em todas as demais concentracGes os valores de ATT dos extratos de solucéo etandlica
50% diferiram significativamente das demais solucdes extratoras. O maior valor de ATT foi
obtido na concentracdo 1:4 utilizando a solucédo etandlica 50% no processo de extragdo (83.47
UM Trolox equivalente/g de extrato) como ja era esperado, uma vez, que os conteudos de
todos 0s compostos bioativos analisados apresentaram maiores valores neste extrato. Muller
et al. (2010) estudaram a capacidade antioxidante de varias frutas individualmente e
misturadas e relataram que a capacidade antioxidante depende do tipo de fruta e que ha uma
correlacdo muito boa entre o contedo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante.
Para 0s mesmos autores, além dos polifendis, a atividade antioxidante das acerolas apresenta
alta correlacdo com o contetdo de vitamina C.

Assim, a maior concentragdo (1:4) para todos 0s extratos apresentou 0s maiores
contetdos dos quatro compostos bioativos analisados e de atividade antioxidante total,
merecendo destaque a solucdo extratora etandlica 50% que diferiu estatisticamente das demais
concentragcdes estudadas (1941.17 mg de vitamina C/100g de extrato, 1833.97mg de
AGE/100g de extrato, 33.25 mg de antocianinas totais/100g de extrato, 40.94 mg de
flavondides amarelos/100g de extrato e 83.47uM Trolox equivalente/g de extrato).

Objetivando produzir um extrato microencapsulado a partir de compostos
extraidos de subprodutos de acerola por prensagem utilizando agua destilada como solvente,
Moreira (2007) concluiu que a concentracdo 6tima entre solvente e subprodutos foi de 5:1 e
obteve 82.47% de recuperacdo de antocianinas e 83.22% de recuperacdo de vitamina C que
equivalem, respectivamente, a 24.74 mg/ 100g e 879.63 mg/100g.

Oliveira et al.(2009) obteveram valores de polifendis totais de 94.6 mg de AGE/g
em extrato metandlico de residuos de acerola que continham 681 mg de AGE/100g de residuo
seco. Ja a atividade antioxidante total detectada por Caetano et al. (2011) em extrato etandlico
(solucédo etandlica 80%) foi de 1445.10 uM Trolox equivalente/g de extrato, alem disso,
analisaram extratos cetonicos (solugdo extratora de acetona 80%) e metandlicos (solucdo
extratora de metanol 80%) cujos valores foram 291.71 e 1145.5 uM Trolox equivalente/g de
extrato, repectivamente. Portanto, extracfes de compostos bioativos a partir de residuos de
acerola com solugBes metandlicas e etanolicas concentradas proporcionam atividades
antioxidantes semelhantes, o que possibilita a escolha do etanol por sua menor toxidadade.

A extracdo é um passo importante no isolamente de diferentes tipos de compostos

bioativos em frutas e hortalicas (YANG et al., 2011). O método de extracdo de compostos
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bioativos em frutas inteiras e seus residuos por solvente é muito utilizado em estudos
(BABBAR et al., 2011; CAETANO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009) e sua eficiéncia
depende da natureza quimica dos compostos de interesse e da polaridade do solvente
utilizado. Como estes compostos apresentam diferentes naturezas quimicas no alimento, faz-
se necessario a realizacdo de testes para a escolha do solvente mais adequado garantindo
melhor rendimento quanto aos compostos antioxidantes extraidos.

Portanto, os parametros de extracdo de compostos bioativos de subprodutos do
processamento de acerola utilizados neste trabalho foram: velocidade de rotacdo do
equipamento 15000 rpm, tempo de extracdo de 3 minutos, proporcao 1:4 (peso em gramas de
subprodutos liofilizados:volume em mL de solugéo etanolica 50%).

5.3 Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)

O efeito antimicrobiano da quitosana 1%, do extrato dos subprodutos da acerola e
do revestimento sobre o crescimento de Listeria inoccua (ATCC 33090) e Salmonella
enteritides (IAL 1132) foi determinado indiretamente através da densidade dptica das culturas
obtidas pela diferenca das absorbancias ap6s a inoculacdo de cada microorganismo e depois
de 24 horas de incubacdo a 35°C sob agitacdo de 225 rpm como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 — Densidades dpticas do crescimento microbiano de Listeria inoccua (ATCC 33090)
em caldo duplo BHI e de Salmonella enteritides (IAL 1132) em caldo duplo TSA na presenca

de antimicrobianos (quitosana 1%, extrato e revestimento) em diferentes concentragoes.

Densidade optica (D.O.)**
Diluicdao Listeria inoccua Salmonella enteritides
Extrato Quitosana Revest. Extrato Quitosana Revest.
& 00450002 00250007 0038001 00300014 00380003 00210004
1:2 00320002 00400001 0045000 00410008 00910002 O0DO0DE=0011
1-4 0.072+0.003 00440002 00353000 0.129+x0036 0.166=0.020 01470030

* antimicrobianos utilizados sem diluicao equivalente ao conteido de polifendis de 18.33 mg AGE/mL
no extrato e 9.16 mg AGE/mL no revestimento; **Diferenca JAbsorbancia 24noras — Absorbancia g poras|.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O crescimento da L. inoccua foi completamente inibido pelo extrato e pelo
revestimento sem diluicdo (conteldo de polifendis de 18.33 mg AGE/100g e 9.16 mg
AGE/100g, respectivamente) na diluicdo 1:2 (9.16 mg AGE/100g e 4.58 mg AGE/100g,
respectivamente) e pela solucdo de quitosana em todas as concentracfes testadas, uma vez
que a densidade Optica (D.O.) foi menor que |0.05|. Ap6s a homogeneizagdo da quitosana 1%
com o extrato (proporcdo 1:1 ,,) para formacdo do revestimento, as concentragdes finais
dessas substancias equivalem a diluicdo 1:2 utilizada no experimento, demonstrando assim o
efeito inibitorio dessas substancias quando analisadas isoladamente. A inibicdo apresentada
pelo revestimento demonstrou o efeito antimicrobiano sinérgico da quitosana e do extrato.

A solugéo de quitosana e o restimento apresentaram diferenca de absorbancia
menor que |0.05| apenas quanto analisados sem diluicdo para S. enteritides, enquanto o extrato
apresentou inibicdo quando ndo diluido (conteudo de polifendis de 18.33 mg AGE/100g) e na
diluicdo 1:2 (9.16 mg AGE/100g).

Apesar de possuir um amplo espectro de atividade antimicrobiana, a quitosana
apresenta diferentes eficiéncias inibitorias no crescimento de fungos, bactérias Gram-positivas
e bactérias Gram-negativas (HERNANDEEZ-LAUZARDO et al., 2008). A estrutura
policatidnica da quitosana esta relacionada a atividade antimicrobina, pois a interacdo destas
cargas positivas com as cargas negativas predominantes na superficie dos microrganismos
(como nos lipossacarideos das Gram-negativas e na parte externa da estrutura das proteinas)
promove danos na membrana celular (KONG et al., 2010).

Assim, o extrato apresentou semelhante efeito inibitério para a bactéria Gram-
positiva (L.inoccua) e Gram-negativa (S. enteritides). O efeito inibitério da solucdo de
quitosana foi mais eficiente sobre a Gram-positiva, assim como o revestimento.

O plagueamento das amostras em agar Oxford (OXA) para L.inoccua ou em
agar desoxicolato-lisina-xilose (XLD) para S.enteritides foi realizado para investigacdo da
concentracdo bactericida minima (CBM) como ilustrado nas Figuras 2 a 7. As amostras que
ndo apresentaram crescimento microbiano em placa apos incubacdo por 24 horas a 37°C
demonstraram acdo bactericida. A menor concentracdo testada de cada antimicrobiano que

demonstrou efeito bactericida representou a CBM.
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Figura 2 - Plagueamento em meio OXA para investigagdo da concentracdo bactericida

minima (CBM) de diferentes concentracdes de quitosana para Listeria inoccua.

*Da esquerda para direita: sem diluicéo, diluicdo 1:2 e diluicdo 1:4. Fonte: Autora.

Figura 3 - Plagueamento em meio OXA para investigacdo da concentracdo bactericida

minima (CBM) de diferentes concentragdes de extrato para Listeria inoccua.

B = . —
* da esquerda para a direita: sem diluicdo (equivalente ao contetido de polifendis de 18.33 mg AGE/mL), dilui¢do
1:2 e diluicéo 1:4. Fonte: Autora.

Figura 4 - Plagueamento em meio OXA para investigacdo da concentracdo bactericida

minima (CBM) de diferentes concentracdes do revestimento para Listeria inoccua.

1 Y- e
=

* da esquerda para a direita: sem diluigdo (equ
de 1:2 e dilui¢do de 1:4. Fonte: Autora.

ivalente ao contetido de polifendis de 9.16 mg AGE/mL), dilui¢do
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Figura 5- Plagueamento em meio XLD para investigacdo da concentracdo bactericida minima

\

(CBM) de diferentes concentragdes de quitosana para Salmonella enteritides.

*Da esquerda para direita: sem diluicdo, dilui¢do 1:2 e diluicdo 1:4. Fonte: Autora.

Figura 6 - Plaqueamento em meio XLD para investigacdo da concentracdo bactericida minima

(CBM) de diferentes concentragOes de extrato para Salmonella enteritides.

*da esquefda para a direita: sem diluicdo (equivalente ao contetido de polifendis de 18.33 mg AGE/mL), diluicdo
1:2 e diluicéo 1:4. Fonte: Autora.

Figura 7 - Plagueamento em meio XLD para investigacdo da concentracdo bactericida minima

(CBM) de diferentes concentragGes do revestimento para Salmonella enteritides.

* da esquerda para a direita: sem dilui¢do (equivalente ao contetido de polifendis de 9.16 mg AGE/mL), diluicdo
de 1:2 e diluicdo de 1:4. Fonte: Autora.

Conforme ilustrado anteriormente, ndo houve crescimento microbiano em
nenhuma das concentracGes da solugdo de quitosana testadas para L. inoccua, portanto a
concentracdo 3 (25%) representa a CBM para esta solucdo. As Figuras 2 e 3 mostraram
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crescimento microbiano somente na menor concentracdo do extrato e do revestimento,
respectivamente. Assim, a CBM para Listeria inoccua do extrato e do revestimento é a
concentracédo 2 (50%).

As Figuras 5 e 7 mostram crescimento da bactéria Gram-negativa (S. enteritides),
nas concentracdes 2 e 3 da solucdo de quitosana e também do revestimento, respectivamente,
enquanto para o extrato o crescimento ocorreu apenas na concentracdo 3 (Figura 7). Logo,
para Salmonella enteritides, a concentragdo de 50% do extrato e 100% da solugdo de
quitosana e do revestimento representaram as concentracGes bactericidas minimas neste
estudo.

Segundo Vaquero et al. (2010), certas classes de polifendis apresentam atividade
antimicrobiana e, estudos tém proposto o desenvolvimento de novos alimentos com o uso de
polifendis como conservantes, devido a crescente exigéncia dos consumidores por alimentos
livres de conservantes sintéticos.

Observou-se com o plaqueamento que para o extrato, a concentracdo bactericida
minima (concentracdo 2) foi a mesma para Listeria inoccua e para Salmonella enteritides.
Comparativamente, o revestimento (solucdo de quitosana e extrato) apresentou valor para
CBM maior que a do extrato para a bactéria Gram-negativa e maior que a CBM da solucdo de

quitosana para a bactéria Gram-negativa.

5.4 Tamanho e distribuicdo das microcapsulas

As microcapsulas formadas pelo encapsulamento dos compostos bioativos
extraidos dos subprodutos do processamento de acerola liofilizados na matriz de quitosana do
revestimento apresentaram tamanho médio de 685.23+48.62nm e indice de polidispersao
médio de 0.375+£0.09. A Figura 8 mostra os graficos de distribui¢cdo de tamanho de particulas

das microcapsulas tem funcao do volume.

Estudando o encapsulamento de 4cido a-lipdico em matrix de quitosana, Weerakody,
Fagan e Kasaraju (2008) obtiveram estruturas de tamanho de 7.89um, enquanto Luo et al. (2011)
estudando o encapsulamento de a-tocoferol, encontraram valores entre 200 e 800nm para diferentes

formulac6es de complexos encapsulantes a base de quitosana.

Os maiores tamanhos de particulas neste trabalho devem-se pela alta concentragdo de
compostos no extrato. Cada um desses compostos possui diferentes cargas resultantes o que dificulta a

sua acomodacao no nucleo das capsulas de quitosana.



Figura 8 — Distribuicdo do tamanho das microparticulas.
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Os altos valores do indice de polidispersdo determinadas neste trabalho indicam a

necessidade de melhorias na estrutura do complexo formado entre a matriz encapsulante de

quitosana e com 0s compostos bioativos presentes no extrato etanolico.

5.5 Determinagdes fisicas e fisico-quimicas

O comportamento dos pardmetros fisicos e fisico-quimicos durante o

armazenamento entre os tratamentos (melGes minimamente processados revestidos e ndo

revestidos/controle) estdo apresentados nas Figuras 9 a 19. A analise de variancia apresentou

diferenca significativa entre os tratamentos para os parametros: pH, sélidos solUveis, acidez

titulavel, relacdo solidos sollveis/acidez titulavel, firmeza e perda de peso.

5.5.1 pH

De acordo com a andlise de regressdo, o parametro pH variou significativamente

(p < 0.05) entre os tratamentos durante os tempos de analise 0 (dia do processamento), 3, 6 e 9
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dias. A Figura 9 apresenta o grafico da regressao linear dos valores de pH para os mel6es
minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante o armazenamento refrigerado.
Os valores de pH variaram de 6.24 a 5.50 para os meldes ndo revestidos e de 5.57
a 5.39 para os melBes revestidos. O menor valor de pH nos cubos revestidos deve-se,
principalmente, ao &acido acético glacial utilizado para completa dissolu¢do da quitosana
durante o preparo do revestimento. Do grafico, inferi-se também que o revestimento
proporcionou uma melhor estabilidade nos valores de pH durante todo o armazenamento em

relacdo ao controle.

Figura 9 — Grafico de regressdo linear do parametro pH dos mel6es minimamente processados

revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento do parametro pH foi semelhante ao encontrado por Cabral
(2012) que estudou a influencia do revestimento a base de quitosana adicionado de Oleo
essencial, trans-cinamaldeido, sobre meldo minimamente processado. A autora encontrou
valores de pH para os frutos controle variando de 6.42 a 5.49, enquanto o meldo revestido
manteve-se com valor de 5.70 durante os 15 dias de armazenamento.

Martifion et al. (2014) verificaram valores de pH mais baixo para as diferentes
formulacGes de revestimentos a base de quitosana e pectina aplicados sobre meléo
minimamente processado em relacdo ao produto ndo revestido. Os autores reportam também
que houve reducdo do pH em todos os tratamentos durante os 15 dias de armazenamento

refrigerado a 4 °C.
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Velichova et al (2013) relataram que o pH de morangos com diferentes
revestimentos (quitosana, cera de abelha-quitosana-cera de abelha, cera de abelha-quitosana-
tripolifosfato de sddio) reduziu durante o armazenamento de 7 dias. Observaram também que
0S morangos revestidos apenas com quitosana variaram menos o valor de pH que os frutos

controle.

5.5.2 Sélidos Soluveis (SS)

Em relacdo aos sélidos solUveis, observa-se na Figura 10 que os melBes com
revestimento e sem revestimento apresentaram comportamentos semelhantes durante os 6
primeiros dias de armazenamento, demonstrando, assim, a uniformidade dos frutos integros
selecionados para a etapa de processamento minimo.

Os valores médios variaram de 10.28 a 9.30 °Brix para mel6es ndo revestidos e de
10.23 a 9.80 °Brix para meldes revestidos. Nos tempos 9 e 12 dias houve uma variacao entre
os tratamentos. Os cubos revestidos apresentaram menor reducdo dos valores de SS em
conseqiiéncia da acdo protetora do revestimento que proporciona uma maior retencdo do
exsudado ap6s as lesdes causadas aos tecidos vegetais devido ao processamento e

transformacdes bioquimicas durante o armazenamento.

Figura 10— Grafico de regressao linear do pardmetro Solidos Soluveis (SS) dos melGes
minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento

refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os solidos solaveis representam a quantidade de solidos que se encontram dissolvidos
na polpa, correspondendo de 65 a 85 % de agUcares, podendo ser utilizado como indicador de
maturidade e de determinacdo da qualidade influenciando inclusive no sabor das frutas
(CHITARRA, CHITARRA, 2005). E utilizado também como indice de classificacdo de
meldes de acordo com o grau de dogura onde valores abaixo de 9 °Brix s&o considerados nao
comercializaveis e acima de 12 °Brix considerados como meldo extra (GORGATTI NETO et
al., 1994).

Trigo et al. (2012) observaram uma diminui¢do no contetdo de sélidos sollveis
durante os 15 dias de armazenamento de mamédo Formosa maduro minimamente processado
revestido com solugdes de amido de arroz, alginato de sodio e carboximetilcelulose. Contudo,
0S mesmos autores relatam que os frutos revestidos apresentaram menores valores de SS em
relacdo aos frutos sem revestimento. O comportamento oposto deste estudo pode ser
justificado pela maior capacidade de retencdo de vapor de &dgua por filmes a base de quitosana

quando comparado a outros materiais filmogénicos.

5.5.3 Acidez Titulavel (AT)

A acidez pode ser utilizada como medida da qualidade dos frutos, contribuindo
inclusive para o aroma caracteristico devido a volatilidade de alguns &cidos organicos.
Normalmente, o célculo da acidez baseia-se no conteldo do &acido mais abundante
(CHITARRA, CHITARRA, 2005). Para o meldo, os &cidos predominantes sdo o acido citrico
e 0 malico, com predominancia do primeiro (PRATT, 1971).

Apesar de 0 mel&o ser um fruto de baixa acidez, estatisticamente os valores da acidez
titulavel apresentaram diferenca significativa (p < 0.05) entre as amostras revestidas e nédo
revestidas e entre os tempos analisados (FIGURA 11). As médias variaram de 0.09 a 0.13 %
de &cido citrico para o controle e de 0.12 a 0.14 % para o meldo revestido que apresentou uma
reducdo durante os 6 primeiros dias, seguido de um aumento no final do periodo de
armazenamento.

Arnon et al. (2014) verificou que a acidez titulavel de frutos citricos revestidos com
carboximetilcelulose e quitosana ndo variou em relagdo as frutos controle durante os 5 dias de

armazenamento em condic¢des normais de comercializacao.
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Figura 11 — Gréfico de regressdo linear do pardmetro Acidez Tituldvel (AT) dos melGes
minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento
refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.5.4 Relacdo Sélidos Solaveis / Acidez Titulavel (SS/AT)

A Figura 12 apresenta os resultados da regressdo linear da relacdo entre os sélidos
soluveis e acidez titulavel. Houve variacdo significativa (p < 0.05) entre os tratamentos nos
tempos 0, 3, 6 e 9 dias de armazenamento, contudo no 12° dia ndo houve diferenca
significativa entre os valores de SS/AT. O meldo controle variou de 119.16 a 75.84
apresentando um aumento entre 0 3° e o 6° dia seguido de decrescimento até o fim do
armazenamento. J4 o meldo revestido variou de 83.27 a 73.88 com um pico de 100.79 no 3°
dia seguido de progressiva reducdo da relagédo SS/AT.

Os menores valores da relacdo SS/AT dos mel&es revestidos em relagcdo aos mel6es
ndo revestidos durante todo o armazenamento devem-se aos Seus maiores teores de acidez
(Figura 11), além de indicar que o revestimento, possivelmente, tenha efeito positivo sobre os
frutos reduzindo sua a velocidade das transformacdes bioquimicas. A reducdo dos valores de
SS/AT apos o 6° dia para os dois tratamentos deve-Se provavelmente pelo aumento da acidez

também a partir do 6° dia (Figura 12).
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Figura 12 — Gréfico de regressao linear da relacdo entre Solidos Soluveis e Acidez Titulavel
(SS/AT) dos meldes minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de

armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Comportamento semelhante foi relatado por Cabral (2012) em meldes minimamente

processados revestidos com solucdo de quitosana e 6leo essencial.

5.5.5 Cor

Os parametros colorimétricos (L*, C*, a*, b*, h) ndo diferiram significativamente ao
nivel de 5% de significancia entre os tratamentos ao longo do armazenamento (Figuras 13 a
17). Esses resultados demonstram que a aplicacdo do revestimento nos meldes manteve a
qualidade sensorial da cor dos mel6es ndo tratados, proporcionando assim um produto com a
coloragdo caracteristica da fruta.

Segundo Collins e Plumbly (1995), a coloracdo é considerada o atributo de qualidade
mais atrativo para o consumidor que, até de forma inconsciente, pode estimular ou inibir o
apetite.

Em relacdo ao valor L*, a Figura 13 apresenta o teste de médias obtidas dos melGes
revestidos e ndo revestidos, uma vez que a analise de variancia identificou que ndo houve
variacdo estatistica entre os tratamentos. Isso indica que apesar dos revestimentos a base de

quitosana serem de coloracdo marrom, a solucdo utilizada neste estudo foi de baixa
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concentracdo e, portanto, proporcionou uma camada menor espessa de material depositado
sobre a superficie dos cubos de meldo. Contudo, houve variagéo estatistica (p < 0.05) entre o
3° dia e os demais tempos de armazenamento. Os valores de L* variaram de 61.28 a 62.38
com o maximo de 63.61 no 3° dia. Comportamento similar do valor de L* foi relatada por
Trigo et al. (2012) em mamédo formosa minimamente processado revestido com

carboximetilcelulose.

Figura 13 — Gréafico do teste de média do parametro Luminosidade (L*) dos melGes
minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento

refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Rofriguez-Nufez et al. (2014) verificaram que a luminosidade de filmes a base de
quitosana adicionada dos plastificantes sorbitol ou glicerol em diferentes concentragdes nédo
variaram entre si e apresentaram valores entre 92.08 e 92.77. Estes valores de L* foram mais
altos que os da Figura 13 porque os autores estudaram os revestimentos sem aplicacdo em
superficies alimenticias, o que proporciona valores de luminosidade mais claros.

O parametro L* pode variar de 0 a 100, onde 0 indica a auséncia de luminosidade e
100 indica o branco. Por apresentarem valores superiores a 50, os medes revestidos e ndo
revestidos podem ser considerados mais brilhantes que opacos.

Da Figura 14 infere-se que houve variagdo estatistica (p < 0.05) entre o 3° dia e os

demais tempos de armazenamento em relagdo ao parametro a* que variou de 5.53 a 4.04 com
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ligeira queda no 3° dia (4.02). A coloragdo caracteristica do meldo foi mantida ao longo do
armazenamento como pode ser comprovado pelos valores positivos de a* que indicam a
coloracdo avermelhada em oposicdo aos valores negativos de a* que indicam coloracao
esverdeada. Apesar de nédo ter ocorrido diferencas entre os valores deste parametro, os valores

do fruto revestido foram menores que o controle nos tempo 3, 6 e 9 dias.

Figura 14 — Grafico do teste de média do parametro a* dos meldes minimamente processados

revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A comparacdo das médias dos tratamentos com o tempo de armazenamento em
relacdo ao pardmetro b* esta demonstrada na Figura 15. O comportamento de b* foi similar
ao comportamento da luminosidade (Figura 13). No dia do processamento o valor de b* foi de
33.69, apresentando um aumento que variou estatisticamente (p < 0.05) para 35.90 no 3° dia
seguido de decrescimento até 32.57 no final do armazenamento.

A ndo diferenca entre os melGes durante todo o experimento demonstra que 0
revestimento aplicado no fruto minimamente processado ndo proporcionou efeito significativo
neste parametro colorimétrico. Além disso, os valores positivos de b* indicam a tendéncia a
coloracdo condizente com a cor caracteristica de meldo do tipo Cantaloupe. Pequenas
mudangas no a * b * valores sdo boa indicacdo da auséncia de escurecimento oxidativo da
polpa (ROCHA, MORAES, 2000).
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Figura 15 — Gréfico do teste de média do pard@metro b* dos mel6es minimamente processados

revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 16 apresenta as médias da cromaticidade, ou croma, em funcéo do tempo de
armazenamento dos meldes. Ndo houve variagdo estatistica (p < 0.05) entre os tratamentos
nem durante os tempos analisados. As médias variaram de 48.95 a 48.38 com o valor minimo
no 3° dia (46.73) e maximo no 6° dia (51.55). Apesar da ndo variancia estatistica, o valor de
C* para o meldo controle apresentaram valores ligeiramente maiores que o meldo revestido
com excecao do 12° dia.

Como a cromaticidade mede a intensidade da pigmentacéo da cor predominante, sendo
valores proximos a zero correspondente a cores neutras (cinza) e ao redor de 60 caracteristico
de cores mais intensas (MCGUIRE, 1992), as médias apresentadas na Figura 16 demonstram
que os melbes controle e revestido apresentaram coloragcdo amarelo-alaranjada intensa. De
acordo com Barreto (2011), essa caracteristica € fundamental para o mercado de frutas pois
este € um fator importante de aceitacdo do produto pelo consumidor juntamente com o aroma,

a textura e o sabor.
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Figura 16 — Grafico do teste de média do parametro Croma (C*) dos meldes minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10 °C
+1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de C* encontrados neste trabalho foram superiores aos relatados por
Raybaudi-Massilia, Mosqueda-Melgar e Martin-Belloso (2008) em meldes tipo “Pele de
Sapao” revestidos com solucao a base de alginato.

A média do pardmetro Hue (h) ndo variou estatisticamente (p < 0.05) em relacdo ao
dia do processamento ¢ o final do armazenamento. Contudo, o 3° dia apresentou uma
diminuicdo significativa (25.49) em relagdo aos demais tempos analisados (Figura 17). Os
meldes controle e revestido apresentaram valores maximos de 39,23 no 6° dia.

O angulo Hue representa tonalidade da cor, ou seja, a cor propriamente dita. VValores
proximos a 90° indicam cor amarela e 0° indicam correspondéncia 4 cor vermelha. Portanto,
para os resultados encontrados neste trabalho, os meldes minimamente processados estiveram

entre as cores amarelo-alaranjada e laranja-avermelhada.
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Figura 17 — Grafico do teste de média do parametro angulo Hue (h) dos melGes minimamente
processados revestidos e nédo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os meldes do tipo Cantaloupe, Charentais e Honeydew apresentaram valores

inferiores ao angulo 80 em estudo realizado por Barreto (2011).

5.5.6 Firmeza

No dia do processamento, tempo 0 dias, ndo houve variacdo estatistica entre os
meldes controle (8.70 N) e os meldes revestidos (8.89 N) e ambos apresentaram 0 mesmo
comportamento durante 0 armazenamento, ou seja, uma diminuicdo linear na firmeza (Figura
18) . Os valores das médias de firmeza variaram significativamente (p < 0,05) de 8.70 a 5.80
N para 0 meldo controle e de 8.89 a 7.17 N para o meldo revestido.

Infere-se, também, da Figura 19 que os melGes revestidos mantiveram médias de
firmeza acima das médias dos meldes ndo revestidos do 3° ao 12° dia de armazenamento. Este
comportamento pode ser explicado pela completa polimerizagdo da quitosana e formacéo do

filme comestivel sobre a superficie do cubo de meldo minimamente processado.
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Figura 18 — Gréfico de regressdo linear do pardmetro firmeza dos mel6es minimamente
processados revestidos e nédo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1
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Fonte: Elaborada pela autora.

As mudancgas mecanicas nos tecidos vegetais sdo atribuidas as modificacdes na
estrutura celular durante o amadurecimento e senescéncia uma vez que as ligacdes estruturais
na lamela média sdo enfraquecidas. Além disso, a reducdo no conteudo de agua e consequiente
perda de turgor celular também contribuem para a reducdo da resisténcia mecénica
(CHIRALT etal., 2001; PERDONES et al., 2012).

A manutencdo da firmeza de mamdes revestido com quitosana em diferentes
concentracdes foi observada Ali et al. (2011). Neste estudo, a reducdo de firmeza nos frutos
revestidos foi bastante inferior a reducdo dos frutos controle, demonstrando assim, a
capacidade da quitosana na manutencgédo da firmeza durante a estocagem de frutas.

5.5.7 Perda de peso

De acordo com os dados apresentados na andlise de regressao linear da Figura 19,
houve diferenca significativa (p < 0.05) entre os tratamentos e entre os tempos durante o
armazenamento. O teor de perda de peso dos dois tratamentos apresentou comportamento
linear similar, contudo, os meldes revestidos apresentaram menor percentual de perda de peso

em relagdo aos melGes ndo revestidos. Observou-se que no 6°, 9° e 12° dias de
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armazenamento ocorreu Vvariagdo mais acentuada entre os tratamentos. Ao final do
experimento, a perda de peso do meldo controle foi de 16.80% enquanto para o meldo
revestido foi de 11.50%. O filme formado sobre a superficie do cubo de meldo agiu como
protecdo contra a perda de peso, uma vez gque a quitosana apresenta propriedades de barreira

a0 vapor de agua e outros compostos.
Figura 19 — Gréfico de regressao linear do parametro perda de peso dos mel6es minimamente

processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1l.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo Carvalho e Lima (2002), a perda de peso ocorre, principalmente, pela
transpiragdo e pelo tempo de armazenamento. A transpiracdo, respiracdo e outros processos
bioquimicos durante a senescéncia podem contribuir para a perda de agua pelos tecidos
vegetais com consequiente reducdo do seu turgor celular influenciando, assim, na firmeza do
fruto (Figuras 18 e 19).

A reducdo desta perda pela utilizacdo de revestimentos comestiveis em frutos
minimamente processados € comprovada em varios estudos encontrados na literatura: macas
com diferentes revestimentos a base de goma tara, goma xantana e alginato de sddio
(PIZATO et al.,, 2013); mamé&o com revestimento multicamada de quitosana, pectina e
cloreto de calcio (BRASIL et al., 2012); meldo cantaloupe e abacaxi revestido com mistura
de quitosana e metil celulose (SANGSUWAN, RATTANAPANONE, RACHTANAPUM,

2008), meldo com revestimento antimicrobiano multicamada & de quitosana, pectina e trans-
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cinamaldeido (MARTINON et al., 2014), aspargos verdes revestidos com solugdes de

quitosana em diferentes concentracGese de pesos moleculares (QUI et al, 2013).
5.5.8 Quantificacdo de compostos bioativos e atividade antioxidante total

As Figuras 20 a 26 apresentam o comportamento dos compostos bioativos e da
atividade antioxidante total dos dois tratamentos durante os 12 dias armazenamento

refrigerado.
5.5.8.1 Vitamina C

O contetdo de vitamina C variou significativamente (p < 0.05) entre os tempos de
armazenamento de 35.10 a 17.86 mg de &acido ascorbico/100g de fruto ndo apresentando,

contudo, variacgdo estatistica significativa (p < 0.05) entre os tratamentos (Figura 20).

Figura 20 — Grafico do teste de média do parametro vitamina C dos mel6es minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1.

40,00
l a

35,00 ab

30,00 -
ab
25,00 -+ b

20,00 -

Vitamina C
(mg de acido ascorbico/100g)

15,00 -
10,00 -

5,00 -

0,00
Tempo {dias)
Fonte: Elaborada pela autora.

O processamento minimo causa rupturas nas células afetando diretamente a

atividade enzimatica dos tecidos vegetais, 0 que pode resultar em rapidas perdas de acido
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ascorbico e oxidacdo de compostos fendlicos durante o armazenamento, além disso, a
degradacdo da vitamina C estd relacionada a temperatura, tempo de armazenamento e
presenca de gas oxigénio e luz (CHITARRA, CHITARRA, 2005).

A média do conteudo de vitamina C foi superior ao valor maximo (22.65 mg)
relatado por Vargas et al.(2008) ao estudarem a qualidade pds-colheita de cinco cultivares de
meldo rendilhados em diferentes sistemas de producéo. Mantilla et al. (2013) demonstraram a
reducdo do conteudo de vitamina C durante 15 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C de
abacaxi minimamente processado com revestimento antimicrobiano (B-ciclodextrina e trans-
cinamaldeido), assim como Wang e Gao (2013) em morangos armazenados a 5°C e 10 °C e

revestido com solucdes de quitosana em diferentes concentragoes.

5.5.8.2 Flavondides amarelos

Em relacdo ao contetdo de flavonodides amarelos, os dados apresentados na Figura
21 mostram que houve diferenca significativa (p < 0.05) entre os tratamentos ao longo do
armazenamento.

Os melGes revestidos variaram significativamente de 2.08 a 1.67 mg/100g. No caso
dos melGes sem revestimento, a variagao significativa durante o armazenamento foi de 1.72 a
1.02 mg/100g. O comportamento dos meldes controle diferiu dos meldes revestidos, enquanto
este apresentou uma reducao entre o dia do processamento e o 9° dia (1.49 mg/100g) seguido
de um aumento até o 12° dia (1.67 mg/100g), aquele apresentou reducdo entre o dia do
processamento € 0 3° dia (1.19 mg/100g) e entre 0 9° (1.34 mg/100g) e o 12° dia. Observou-se
também que o contetido de flavonoides amarelos dos meldes controle aumentou entre o0 3° € o
9° dia.

Infere-se também da Figura 21 que o conteudo de flavonodides amarelos dos meldes
revestidos foi maior que o dos meldes controle no inicio e no final do armazenamento. Isso se
deve a presencga de flavondides amarelos no extrato adicionado ao revestimento (Tabela 5).

Os flavonoides, juntamente com os acidos fendlicos, taninos e tocoferois, sdo 0s
polifendis com capacidade antioxidante mais comumente encontrados em frutas e hortalicas
(KING, YOUNG, 1999). As espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superoxido,
os radical hidroxil e o perdxido de hidrogénio, podem desencadear modificacbes patologicas
nos sistemas bioldgicos como céncer e diabetes, além de alteracGes deteriorantes nos

alimentos e na inddstria farmacéutica. Os compostos com capacidade antioxidante podem
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prevenir ou reduzir as reacdes deletérias causadas pelos EROs (LIU et al., 2009;
KAHKONEN et al., 1999; ZADEMOWSKI, NACZK, NESTEROWICZ, 2005).

Figura 21 — Grafico de regressdo linear do parametro flavondides amarelos dos melGes
minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento

refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Por possuirem coloracdo, os flavonoides amarelos influenciam na coloracdo dos
tecidos vegetais, estando relacionados com os valores positivos do parametro colorimétrico b*
e angulo Hue préximo a 90°.
Para hibridos do meldo tipo Cantaloupe, Barreto (2011) relatou teores de

flavonoides amarelos entre 2.09 e 5.77 mg/100g.

5.5.8.3 Antocianinas totais

N&o houve variagdo estatistica (p < 0.05) entre os meldes revestidos e nao revestidos
quanto ao teor de antocianinas totais (FIGURA 22). Contudo, houve diferenca estatistica da média
dos dois tratamentos entre os tempos de analise ao longo do armazenamento, variando de 1.12 a

0.21 mg/100g.
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Figura 22 — Gréfico do teste de média do parametro antocianinas totais dos meldes minimamente
processados revestidos e nédo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pigmentos vegetais como clorofila, carotendides estdo presentes nos cloroplastos

e cromoplastos e as antocianinas nos vacuolos e sdo fundamentais da cor das frutas (SOUZA,
2007).

Estudando o efeito de diferentes concentracfes de quitosana como revestimento de

morangos, Wang e Gao (2013) relataram que ocorreu um ligeiro aumento no contetdo de

antocianinas totais nos frutos revestidos em relacdo ao controle e redu¢do nos frutos controle.

5.5.8.4 Atividade Antioxidante Total (ATT)

A anélise de regressdo linear do comportamento da atividade antioxidante total
(ATT) dos melGes revestidos e ndo revestidos, pela captura do radical cromdforo ABTS™
(2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), durante o armazenamento refrigerado
estd apresentada na Figura 23. Houve variacdo significativa (p < 0.05) entre os dois
tratamentos em todos os tempos analisados. O meldo controle variou durante o
armazenamento de 10.22 a 6.99 uM de Trolox/ g enquanto o meldo revestido variou de 14.85
a10.56 uM de Trolox/ g. O comportamento do meldo controle diferiu do mel&o revestido pois
apresentou reducdo do valor de ATT desde o inicio do armazenamento. O maior valor de
ATT para o meldo revestido foi no 3° dia seguido por uma diminuicdo até o 12° dia. Contudo,
o valor da atividade antioxidante total no final do armazenamento deste tratamento ainda foi

superior ao valor apresentado pelo meldo controle no tempo 0 (dia do processamento).
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Figura 23 — Gréfico de regressdo linear do pardmetro Atividade Antioxidante Total dos
meldes minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de

armazenamento refrigerado a 10 °C + 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A maior atividade antioxidante do meldo revestido deve-se ao extrato
microencapsulado obtido de subprodutos de acerola que contém alto teor de compostos
bioativos (Tabela 5).

O decaimento dos valores de ATT (Figura 23) podem ser explicados devido a acao
dos compostos antioxidantes sobre os radicais livres produzidos de forma inevitavel nas
células como consequéncia de reacdes metabdlicas inerentes aos tecidos vegetais, de ambos
0s tratamentos, como 0 processo respiratorio.

O estudo realizado por Alexandrino (2013) demonstrou que ndo houve variagdo
significativa entre os mamdes minimamente processados revestidos com quitosana adicionada
de trans-cinamaldeido e mamdes ndo revestidos durante o armazenamento refrigerado.
Segundo a mesma autora, as médias dos valores de ATT reduziram significativamente do dia

do processamento até o final do experimento (15° dia).

5.5.8.5 Polifendis Extraiveis Totais (PET)

De acordo com a Figura 24, o contetdo de polifendis extraiveis totais (PET) diferiu

significativamente (p < 0.05) entre os tratamentos. Os meldes revestidos variaram de 147.45 a
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110.16 mg de acido galico equivalente/100g, tendo um aumento significativo entre o dia do
processamento ¢ o 3° dia seguido de diminui¢do do conteido de PET até o final do
armazenamento. Por sua vez, os meldes controle variaram de 71.14 a 48.33 mg de acido
galico equivalente/ 100g apresentando um ligeiro aumento no 3° dia seguido de diminuigdo
até o 12° dia. Os altos valores de polifendis dos melbes revestidos deve-se ao elevado

contetido deste composto no extrato microencapsulado adicionado ao revestimento (Tabela 5).

Similarmente ao comportamento da atividade antioxidante total (Figura 24), o
contetdo de PET no final do armazenamento do meldo revestido foi maior que no meldo

controle no tempo 0 dias, aproximadamente 55%.

Figura 24 — Gréafico de regressdo linear do parametro Polifendis Extraiveis Totais (PET) dos
meldes minimamente processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de

armazenamento refrigerado a 10 °C £ 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Com mais de 8000 estruturas conhecidas, os polifendis fazem parte de um amplo
grupo de fitoquimicos e sdo produzidos no metabolismo secundario dos vegetais que, em
termos quantitativos e qualitativos, variam entre as frutas devido a fatores intrinsecos e
extrinsecos (BRAVO, 1998; MARTINEZ-VALVERDE, PERIAGO, ROS, 2000; MELO et
al., 2008). Os compostos fendlicos desempenham func¢des importantes na parede das células
agindo, assim, como barreira fisica e quimica na protecdo contra patdgenos e sua

adstringéncia dificulta o ataque de insetos e outros animais, além de possuir acgdo
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antibacteriana, antioxidante e antifungica (LIU, 2007; SANCHO et al.,, 2001). Estes
compostos tem sido extensivamente estudados devido aos seus diversos beneficios como
antioxidante e na prevencdo de inflamagdes cronicas, doencas cardiovasculares , cancer e
diabetes (ACOSTA-ESTRADA, GUTIERREZ-URIBE, SERNA-SALDIVAR, 2014). Estes
compostos, juntamente com a vitamina C e os carotendides, sdo os trés principais grupos de

compostos antioxidantes ndo enzimaticos presentes nas frutas.

Cabral (2012) verificou um aumento no conteddo de polifendis durante o
armazenamento refrigerado de meldes minimamente processados revestido com quitosana e
composto ativo de 6leo essencial. Enquanto Kerch et al. (2011) verificou uma reducdo do

conteddo de polifendis de morangos e cerejas revestidas com quitosana.

5.5.8.6 Licopeno e p-caroteno

A aplicacdo do revestimento ndo proporcionou um aumento estatisticamente
significativo (p < 0.05) no conteudo de licopeno dos melGes minimamente processados
revestidos em relagdo ao ndo revestido, como demonstrado na Figura 25. No teste de médias
observou-se que nao houve variacdo estatistica do dia do processamento (995.88 ug/100g) ao
6° dia de andlise e entre 0 6° (984.64 ng/100g) e o 9° dia. Contudo, do 9° (943,79 ng/100g) ao
12° dia houve diferenga estatistica (857.10 ng/100g).

Figura 25 — Gréfico do teste de média do parametro licopeno dos mel6es minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Em relagdo ao conteudo de B-caroteno, a Figura 26 apresenta a média dos
tratamentos durante o armazenamento refrigerado. N&o houve diferenca significativa (p <
0.05) entre o meldo ndo revestido e o meldo revestido. Entretanto, houve variacdo
significativa da média dos tratamentos durante o armazenamento, de 74.68 a 28.03 ug/100g.

Do dia do processamento até o 3° dia (87.35 nug/100g) houve um aumento ndo
significativo (p < 0.05) no conteudo de B-caroteno, seguido de uma diminuicdo progressiva
até o final do armazenamento. Apesar dos valores sumarizados na Figura 26 representarem
que ndo houve variagdo estatistica entre os tratamentos, o meldo ndo revestido apresentou
sempre uma diminuigdo de B-caroteno ao longo do armazenamento (de 79.58 a 21.83

Kg/100g), valores estes inferiores aos do mel&o revestido (de 94.67 a 37.57 ug/100g).

Figura 26 — Gréafico do teste de média do parametro B-caroteno dos meldes minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os carotendides sdo compostos bioativos de alta capacidade antioxidante, sendo o
B-caroteno, o licopeno, a luteina e a zeaxantina, os mais atuantes (MARINOVA,
RIBAROVA, 2007). O licopeno é um carotendide e possui funcdo antioxidante em fases
lipidicas, ou seja, € capaz de bloquear os radicais livres que danificam as membranas
lipoprotéicas (SIES, STAHL, 1995). O licopeno é responsavel pela cor vermelha e o -
caroteno pela cor laranja em tomates (CHOI et al., 2014). Wolbang et al. (2010) trabalhando
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com diferentes cultivares de meldo Honeydew relataram que meldes de polpa alaranjada
possuiam niveis significativamente mais elevados de [-caroteno do que qualquer um melé&o
verde ou de polpa branca.

Segundo Perkins-Veazie e Collins (2004), a senescéncia ou as condicdes de
atmosfera modificada durante o armazenamento podem causar a degradacgéo do licopeno e da
cor. Apesar de ndo significativa, o parametro cromatogréfico a* reduziu seu valor de 5.53 no
dia do processamento para 4.05 no final do armazenamento (Figura 14), evento que pode ser
conseqiiéncia da degradacdo do licopeno e do B-caroteno detectada neste estudo. De acordo
Rivera-Lopez et al. (2005), o p-caroteno € facilmente oxidado quando expostos & luz e ao
oxigénio.

Assim, embora tenha sido detectada a degradacdo desses dois tipos de carotendides,
ndo foi constatado efeito significativo (p < 0.05) no parametro de qualidade cor.

Brasil et al. (2012) relataram uma reducdo de 50% no conteudo de carotenéides
totais em mamdo minimamente processado ndo revestido ao final de 15 dias de
armazenamento, enquanto os mamdes revestidos com multicamada a base de quitosana,
pectina e cloreto de calcio reduziram as perdas de carotenoides.

Uma vez que os melBes revestidos e os ndo revestidos apresentaram perfis similares de
reducdo no conteddo de licopeno (Figura 26) e foram armazenados a mesma temperatura (10
°C £ 1), pode-se supor que a temperatura influenciou neste processo degradativo. Farneti,
Schouten e Woltering (2012) verificaram que a temperatura influencia em aspectos de
qualidade de tomates. Para temperaturas abaixo de 12 °C constatou-se que houve uma
diminuicdo no contetdo de licopeno em frutos vermelhos maduros, além de substancial
reducdo na cor caracteristica, inclusive em avaliagio visual. Znidaréi¢, Sircelj e Margi¢
(2013) estudaram a influéncia da temperatura e do tempo de armazenamento na qualidade
fisico-quimica de mel@es tipo Cantaloupe e relataram que em temperaturas de 2 °C e 10°C o
conteudo de B-caroteno foi significativamente (p < 0.01) menor que os frutos armazenados a
18°C. Além disso, segundo os mesmos autores, houve redugdo constante de [B-caroteno
durante o armazenamento apresentando os menores valores apds 3 semanas (90.41 mg/ 100g
em base seca). O contetudo de licopeno também foi reduzido ao longo do armazenamento e

apresentou os valores mais baixou na menor temperatura analisada (a 2°C, 2.74 mg/100g).
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5.6 Analises microbioldgicas

As contagens dos microrganismos deteriorantes nos mel6es ndo revestidos
(controle) e revestidos durante o armazenamento estdo apresentadas nas Figuras 27 a 30
através de gréaficos de barras dos valores correspondentes ao logaritimo do numero de

unidades formadoras de colonias (UFC) por grama.

5.6.1 Mesofilos

A contagem de bactérias mesofilas diferiu significativamente (p < 0.05) entre os
tratamentos durante os 12 dias de armazenamento (Figura 27).

Para os meldes nédo revestidos, houve variacdo significativa (p < 0.05) entre os
tempos analisados de 3.01+0.01 a 8.37+0,01 log UFC/g sendo que as contagens entre 0 9° ¢ o
12° dia ndo diferiram. J4 o melao revestido variou estatisticamente (p < 0.05) de 0.65+£0.42 a
4.24+0.05 log UFC/g apresentando uma contagem crescente do dia do processamento até um
valor méximo no 6° dia (4.62+0.05 log UFC/g) , seguido de uma reducdo até o final do
armazenamento.

As reducdes logaritmicas dos melBes revestidos variaram de 2.36 a 4.13 log UFC/g
com um valor minimo no 3° dia (1.49 log UFC/g). Os resultados representados na Figura 27
demonstram a eficiéncia do revestimento desenvolvido neste estudo sobre as bactérias
mesdfilas no meldo minimamente processado.

De acordo com Dutta et al. (2009) a quitosana com alto teor de desacetilagdo tem
maior carater antimicrobiano que as com alto grau de grupor amino acetilados. A acédo
antimicobiana da quitosana contra bactérias pode ser devido a grande quantidade de cargas
positivas na molécula devido a desacetilacdo que permite a interagdo e formacdo de
complexos polieletroliticos com os polimeros produzidos na superficie da célula bacteriana
(DURANGO, SOARES, ANDRADE, 2006).
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Figura 27 — Valores médios da contagem de bactérias meséfilas dos meldes minimamente
processados revestidos e nédo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1
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Letras maidsculas diferentes em um mesmo tempo de armazenamento indicam diferenca estatistica em p < 0.05
entre os tratamentos. Letras mindsculas diferentes de um mesmo tratamento indicam variagdo estatitica em p <
0.05 entre os tempos de armazenamento.

Fonte: Elaborada pela autora.

Moreira, Roura e Ponce (2011) demonstraram que o uso de revestimento a base de
quitosana (95% desacetilada) é uma alternativa no controle da microbiota presente em
brdcolis minimamente processado. Em relacdo as bactérias mesdfilas, os brocolis revestidos
apresentaram redugdes logaritimicas de 1.5 a 2.5 log UFC/g em relacdo as amostras ndo
revestidas. Os valores das redugdes foram inferiores aos da Figura 27, mesmo 0s autores
tendo utilizado uma solugdo de quitosana concentrada de 2%. Pode-se supor entdo que o
extrato obtido a partir dos subprodutos de acerola apresente capacidade antimicrobiana sobre

esse grupo de microorganismos.
5.6.2 Psicotroficos
Em relacdo as contagens de bactérias psicotroficas durante os 12 dias de

armazenamento refrigerado, observou-se que houve diferencga significativa (p < 0.05) entre 0s

tratamentos (Figura 28), exceto no dia do processamento (dia 0). Tanto o meldo revestido
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como o meldo ndo revestido variaram significativamente (p < 0.05) ao longo do

armazenamento.

Para 0 meldo revestido os valores variaram de 0.00 a 4.41+0.05 log UFC/g,
enquanto o meldo ndo revestido (controle) variou de 0.00 a 6.51+0.07 log UFC/g. A acgéo
antimicrobiana do revestimento reduziu o crescimento de bactérias psicotroficas de 1.07 log
UFC/g no 3° dia, 2.10 log UFC/g no 6°, 9° ¢ 12° dia.

Figura 28 — Valores médios da contagem de bacteérias psicotroficas dos mel6es minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10
°C+1.
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Letras maidsculas diferentes em um mesmo tempo de armazenamento indicam diferenca estatistica em p < 0.05
entre os tratamentos. Letras mindsculas diferentes de um mesmo tratamento indicam variacdo estatitica em p <
0.05 entre os tempos de armazenamento.

Fonte: Elaborada pela autora.

Valores maiores de redugdes dos ciclos logaritimos foram encontrados por
Alexandrino (2013) em mamdes minimamente processados revestidos com quitosana e trans-
cinamaldeido. Resultado este justificado pela acdo antimicrobiana do composto ativo do 6leo

essencial utilizado pela autora.

5.6.3 Bactérias laticas
De acordo com os dados obtidos, a contagem de bactérias laticas também diferiu
significativamente (p < 0.05) entre os tratamentos do dia do processamento até o final do

armazenamento (Figura 29). Nos meldes sem revestimento ocorreu um crescimento continuo
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de bactérias variando significativamente de 2.78 a 7.72 log UFC/g. As reducdes logaritimicas
variaram de 1.38 (dia do processamento) a 3.57 log UFC/g (no 12° dia). Para o meldo com

revestimento, a maior contagem de bactérias laticas foi no 6° dia (4.49 log UFC/g).

Figura 29 — Valores médios da contagem de bactérias laticas dos mel6es minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10

°C+1.
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Letras mailsculas diferentes em um mesmo tempo de armazenamento indicam diferenca estatistica em p < 0.05
entre os tratamentos. Letras mindsculas diferentes de um mesmo tratamento indicam variago estatitica em p <
0.05 entre os tempos de armazenamento.

Fonte: Elaborada pela autora.

D’Amato, Sinigaglia e Corbo (2010) demonstraram a eficiéncia da quitosana na
reducdo das taxas de crescimento de bactérias laticas, psicotroficas, mesofilas e bolores e
leveduara em salada de fruta composta por macas e uvas. Durango, Soares e Andrade (2006)
relataram que revestimento a base de quitosana addicionada de amido é uma alternativa viavel
para o controle da microbiota de cenouras minimamente processadas armazenadas a 10 °C por
15 dias, inclusive de bactérias laticas cuja reducdo logaritimca foi de 4.18 ciclos quando

comparado com o controle.
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5.6.4 Bolores e Leveduras

A analise de bolores e leveduras demonstrou diferenca significativa (p < 0.05)
entre as contagens dos melGes revestidos e ndo revestidos (Figura 30) com excecéo do dia do
processamento cujas leituras das placas de analise microbioldgica foram 0 (zero). Os valores
para 0 meldo revestido variaram significativa com o tempo de armazenamento de 0.00 a 4,32
log UFC/g, com inibig¢do do crescimento no 3° dia e sem variagdo significativa entre 0 9° ¢ 0
12° dia. No caso dos meldes ndo revestidos, a variacao foi de 0.00 a 6.24 log UFC/g.

Os frutos com revestimento mostraram uma reducdo logaritimica de 1.39 log
UFC/g no 3° dia, 1.57 log UFC/g no 6° dia ¢ 1.91 log UFC/g no 9° e 12° dia. Nota-se, assim,
gue a acdo antimicrobiana do revestimento foi menor em fungos que nos grupos de bactérias

analisadas anteriormente (itens 5.6.1, 5.6.2 e 5.6.3).

Figura 30 — Valores médios da contagem de bolores e leveduras dos melGes minimamente
processados revestidos e ndo revestidos durante 12 dias de armazenamento refrigerado a 10

°C+1.
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Letras maidsculas diferentes em um mesmo tempo de armazenamento indicam diferenca estatistica em p < 0.05
entre os tratamentos. Letras minudsculas diferentes de um mesmo tratamento indicam variac¢do estatitica em p <
0.05 entre os tempos de armazenamento.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para a quantidade méxima de
bolores e leveduras em alimentos frescos, todavia estudos na literatura indicam niveis seguros
para 0 consumo humano. Vitti et al. (2004) estabeleceram o limite méximo de 10° para
bolores e leveduras. Levando este limite como referéncia, nota-se que o revestimento
proporcionou um alimento seguro quanto o nimero de bolores e leveduras até o final do
armazenamento, enquanto os melfes sem revestimento apresentaram-se improprios ao
consumo desde o 9° dia.

Hernandz-Mufioz et al. (2008) mostraram que a atividade antimicrobiana da
quitosana em morangos esta relacionada a sua capacidade em causar danos celulares graves
em bolores e interferir na secrecdo de poligalacturonases mais que sua capacidade de induzir
as enzimas de defesa da planta.

Trigo et al. (2012) verificaram que a contagem de bolores e leveduras apresentou
aumento significativo no final do armazenamento tanto nos mamdes controle minimamente
processados como no mamdes revestidos com amido de arroz, algnato de sodio ou

carboximetilcelulose.
5.6.5 Deteccéo da presenca de Listeria monocytogenes

Nas analises microbiolégicas ndo ocorreu crescimento bacteriano de Listeria
monocytogenes em todo o periodo de armazenamento tanto nos melGes minimamente
processado revestidos como nos meldes nao revestidos.

A Listeria é um grande indicador microbiol6gico em alimentos, uma vez que a
cultura do meloeiro desenvolve-se proximo ao solo que é o habitat natural desta bactéria.
Outro fator importante sdo as contaminacgdes cruzadas devido ao armazenamento de varias
culturas juntas e pela uso de utensilios ndo higienizados de forma eficiente. O meldo €
geralmente utilizado em estudos de aplicagé@o de revestimento comestivel por diversos fatores
como grande disponibilidade e altos indices de exportacdo. Portanto, a auséncia deste
microorganismo é de suma importancia para oferecer alimentos seguros aos consumidores
tanto de frutos in natura como minimamente processados.

Rodriguez-Nufiez et al. (2014) relataram o efeito antimicrobiano de filmes a base
de quitosana misturados com dois diferentes plastificantes, glicerol e sorbitol, sobre Listeria
monocytogenes. A forma mais provavel de acdo da quitosana baseia-se em danos causadas
pela interacdo das cargas positivas deste polimero com as cargas negativas da superficie da
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membrana celular do microorganismo. Essa acdo depende do peso molecular, da densidade
das cargas e sua distribuicdo na molécula de quitosana (JE; KIM, 2006; KONG et al., 2010).

5.6.6 Deteccdo da presenca de Salmonella

N&o houve crescimento bacteriano de Salmonella durante os 12 dias de
armazenamento refrigerado dos melGes minimamente processados revestidos e néo
revestidos. A auséncia deste microorganismo em 25 g € requisito legal em frutas frescas in
natura, preparadas (descascadas, selecionadas ou fracionadas), sanificadas, refrigeradas,

congeladas ou para consumo direto segundo a RDC, Resolu¢ao de Diretoria Colegiada. n® 12
(BRASIL, 2014).

5.7 Analises de correlacdo

Os coeficientes de correlacdo de Pearson dos parametros de qualidade, compostos
bioativos e atividade antioxidante total estdo sumarizados nas Tabelas 7 a 10.

Entre os pardmetros de qualidade avaliados durante o armazenamento, houve
correlacdo significativa ao nivel de 5% de significancia entre todas as varidveis (acidez,
solidos sollveis, relacdo solidos sollveis acidez titulavel SS/AT, pH, firmeza e perda de
peso). De acordo com a Tabela 7, a acidez (AT) apresentou correlacdo inversa com SS,
SS/AT, pH, firmeza.

Tabela 7 — Coeficientes de correlacdo de Pearson para os pardmetros de qualidade acidez
titulavel (AT), s6lidos soltveis (SS), pH, SS/AT, firmza e perda de peso dos dois tratamentos

durante 12 dias de armazenamento.

Variaveis AT SS SS/AT PH Firmeza Perda de peso
AT 1 -0,593 -0,970 -0,717 -0,420 0,482
SS -0,593 1 0,653 0,436 0,900 -0,880
SS/AT -0,970 0,653 1 0,780 0,508 -0,553
PH -0,717 0,436 0,780 1 0,390 -0,425
Firmeza -0,420 0,900 0,508 0,390 1 -0,971
Perda de peso 0,482 -0,880 -0,553 -0,425 -0,971 1

Os valores em negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia alfa=0,05; entre
duas variaveis, para coeficientes negativos indicam que as variaveis sdo inversamente
relacionadas, coeficientes positivos indicam que as varidveis sdo diretamente relacionadas.
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A Tabela 8 apresenta os coeficientes de correlgdo entre 0s cinco parametros
colorimétricos avaliados durante o armazenamento, luminisidade (L*), croma (C*), angulo
Hue (h), a* e b*. Houve correlacdo direta entre C*, h, a* e b* e inversamente entre h e
luminosidade (53%). Estas relacdoes foram verificadas nos resultados discutidos no item
5.5.5.

Tabela 8 - Coeficientes de correlacdo de Pearson para os parametros colorimétricos L*, C*, h,
a* e b* dos dois tratamentos durante 12 dias de armazenamento.

Variaveis L* c* h a* b*
L* 1 0,042 -0,537 -0,260 0,793
c* 0,042 1 0,748 0,444 0,415
h -0,537 0,748 1 0,616 -0,142
a* -0,260 0,444 0,616 1 0,157
b* 0,793 0,415 -0,142 0,157 1

Os valores em negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia
alfa=0,05; entre duas varidveis, para coeficientes negativos indicam que
as variaveis sdo inversamente relacionadas, coeficientes positivos indicam
gue as varidveis sao diretamente relacionadas

Em relagdo aos compostos bioativos e a atividade antioxidante, a Tabela 9 mostra
que todas as variaveis correlacionaram-se de forma significativa ao nivel de 5%, com excecdo
da relacéo licopeno e polifendis extraiveis totais (PET). Observa-se que os PET, a vitamina C
e o B-caroteno sdo 0s parametros que mais contribuem a capacidade antioxidante total ABTS
dos meldes, 97.0 %, 90.8 % e 75%, respectivamente.

Tabela 9 — Coeficientes de correlacdo de Pearson para os compostos bioativos e a atividade

antioxidante total (ABTS) dos dois tratamentos durante 12 dias de armazenamento.

Vitamina Flavondides Antocianinas Beta-

Variaveis C amarelos Totais Licopeno caroteno  ABTS PET*
Vitamina C 1 0,709 0,684 0,647 0,817 0,908 0,867
Flavondides amarelos 0,709 1 0,539 0,571 0,494 0,490 0,453
Antocianinas Totais 0,684 0,539 1 0,944 0,889 0,530 0,434
Licopeno 0,647 0,571 0,944 1 0,842 0,469 0,353
Beta-caroteno 0,817 0,494 0,889 0,842 1 0,750 0,709
ABTS 0,908 0,490 0,530 0,469 0,750 1 0,970

PET 0,867 0,453 0,434 0,353 0,709 0,970 1

*PET: polifendis extraiveis totais. Os valores em negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de
significancia alfa=0,05; entre duas variaveis, para coeficientes negativos indicam que as variaveis sdo
inversamente relacionadas, coeficientes positivos indicam que as varidveis sdo diretamente
relacionadas.
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Alguns compostos bioativos de capacidade antioxidantes sdo pigmentos e
contribuem para a cor dos tecidos vegetais. Na Tabela 10 observa-se que as antocianinas

possuiram correlacdo direta e significativa (nivel de 5%) com o parametro colorimétrico a*.

Tabela 10 — Coeficientes de correlacdo de Pearson para antocianina e parametro colorimétrico

a*durante 12 dias de armazenamento.

Antocianinas
Variaveis Totais a*
Antocianinas
Totais 1 0,466
a* 0,466 1

Os valores em negrito sdo diferentes de 0
com um nivel de significdncia alfa=0,05
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6 CONCLUSAO

Os subprodutos de acerola apresentam altos contetdos de compostos bioativos e
atividade antioxidante total, sendo superiores aos determinados na polpa do fruto.

O extrato apresentou alto teor de compostos antioxidantes, principalmente
polifendis. Além disso, apresentou atividade antimicrobiana contra diferentes grupos de
bactérias (Salmonella e Listeria monocytogenes).

O revestimento desenvolvido neste trabalho teve capacidade de formacéo de filme
sobre a superficie dos cubos do fruto. Os resultados demonstraram que o revestimento
proporcionou aos meldes menor perda de firmeza e de peso.

Os compostos antioxidantes do extrato incorporado ao revestimento de quitosana
agregaram melhoria nutricional aos meldes. Além disso, apresentou atividade antimicrobiana
contra bactérias (mesdfilas, psicotrdficas e laticas), bolores e leveduras. Os meldes revestidos
apresentaram-se dentro dos padr@es legais para patdgenos em frutas frescas in natura (RDC
n° 12 da ANVISA). O revestimento desenvolvido neste trabalho proporcionou aumento de 5
dias de vida de prateleira aos melGes minimamente processados em relacdo ao controle
considerando os atributos de qualidade, compostos boativos e aspectos microbiolégicos.

Portanto, este revestimento é uma alternativa vidvel para a manutencdo da
qualidade de meldes minimamente processados, uma vez que proporcionou a melhoria
nutricional através da manutencdo de compostos naturais da fruta e de compostos bioativos

liberados gradualmente pelas microcapsulas.
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