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RESUMO

A agroindustria € um dos setores mais expressivos da economia brasileira e que geram uma
grande quantidade de residuos que atualmente estdo sendo explorados como um beneficio
econdmico aos produtores € um efeito benéfico no meio ambiente. A nanotecnologia em
produtos alimenticios se torna uma alternativa para efetivar a utilizacdo de diferentes
substancias, como compostos bioativos, aumentando a estabilidade e caracteristicas desejdveis
dos mesmos, como cor, composicdo nutricional e compostos antioxidantes. Ela se apresenta
como uma ferramenta de aplicacdo para a qualidade, seguranca do alimento e de forma a
atender as exigéncias dos consumidores por produtos sauddveis e enriquecidos com produtos
naturais que podem ser utilizados a partir de residuos do processamento de frutas. Esta
pesquisa propds encapsular subproduto industrial de acerola em matriz de goma arédbica e
maltodextrina, a fim de desenvolver particulas que possam ser utilizadas como veiculadoras
de compostos bioativos. Inicialmente foi realizada a caracterizacdo da polpa e subproduto da
acerola, através de pH, cor, sélidos soluveis, acidez total tituldvel, acticares totais e redutores.
As amostras foram submetidas a determinacdo de vitamina C, compostos fendlicos,
carotenoides, antocianinas, flavonoides amarelos e atividade antioxidante total. O extrato que
apresentou melhores resultados foi escolhido para ser encapsulado utilizando matriz de goma
ardbica e maltodextrina. Foram elaboradas sete diferentes formulacdes de nanoparticulas que
foram caracterizadas, fisica, fisico-quimica e quimicamente. A particula que apresentou
melhores resultados foi selecionada para ser adicionada em néctar de acerola, submetido a
andlise de bioacessibilidade. Tanto a polpa como o subproduto da acerola apresentaram
resultados relevantes para polifendis (1214,54 mgGAE/100g e 5287,11 mgGAE/100g,
respectivamente) e vitamina C (1113,10 mg 4c. asc./100g e 2726 mg ac. asc./100g,
respectivamente). As nanoparticulas apresentaram-se como boas fontes de polifendis totais
(954,26 a 2349,43 mg ac. asc./100g), vitamina C (1146,75 a 4468,99 mg GAE/100g) e
atividade antioxidante (34,38 a 150,12 uM TROLOX/g), além de apresentarem distribui¢ao
de tamanho de particulas bimodal, heterogeneidade na distribuicdo e potencial zeta
representando estabilidade em suspensdo. As nanoparticulas A (1GA:1MA:1EXT) e E
(1GA:1MA:2EXT) foram selecionadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana sendo
eficientes para inibicdo de E. coli e L. monocytogenes e bactericida para E. coli. As
nanoparticulas A e E se mantiveram estaveis por um periodo referente a 6 meses quanto ao
contetdo de polifendis totais (3595,00 e 4920,19 mg GAE/100g, respectivamente) e atividade
antioxidante (60,24 e 59,17 uM TROLOX/g, respectivamente). Para vitamina C, a



nanoparticula A se manteve estdvel durante o armazenamento (1976,18 mg ac. asc./100g),
enquanto a nanoparticula E apresentou um decréscimo ao longo do tempo (2446,11 a 1663,16
mg ac. asc./100g). A bioacessibilidade gastrointestinal do néctar de acerola contendo
nanoparticulas apresentou resultados promissores para absorcdo de polifendis totais 9,59%
para A e 8,62% para E e atividade antioxidante 77,99% para A e 78,91% para E. Concluiu-se
que o subproduto do processamento da polpa de acerola apresenta caracteristicas para ser
utilizado em processamentos para extracdo de compostos bioativos a serem encapsulados. As
nanoparticulas apresentaram-se como fontes de compostos bioativos e com estabilidade

suficiente para serem adicionadas em produtos alimenticios.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Compostos bioativos. Bioacessibilidade.



ABSTRACT

The agribusiness is one of the most expressive sectors of the Brazilian economy and it
generates a large amount of waste that is currently being exploited as an economic benefit to
producers and a beneficial effect on the environment. Nanotechnology in food products
becomes an alternative to make use of different substances, such as bioactive compounds,
increasing the stability and desirable characteristics of the same, such as color, nutritional
composition and antioxidant compounds. It presents itself as an application tool for quality,
food safety and in order to meet the demands of consumers for healthy products and enriched
with natural products that can be used from waste processing fruit. This research proposed to
encapsulate an industrial byproduct of acerola on arabic gum matrix and maltodextrin in order
to develop particles that could be used as carriers of bioactive compounds. Initially the
characterization of the pulp and by - product of the acerola was performed through pH, color,
soluble solids, titratable total acidity, total sugars and reducers. The samples were submitted
to the determination of vitamin C, phenolic compounds, carotenoids, anthocyanins, yellow
flavonoids and total antioxidant activity. The extract that presented the best results was chosen
to be encapsulated using gum arabic matrix and maltodextrin. Seven different formulations of
nanoparticles were elaborated that were characterized, physically, physicochemically and
chemically. The particle that presented the best results was selected to be added in acerola
nectar, submitted to bioaccessibility analysis. Both the pulp and the by-product of acerola
presented relevant results for polyphenols (1214.54 mgGAE / 100g and 5287.11 mgGAE /
100g, respectively) and vitamin C (1113.10 mg a.c./100g and 2726 mg a.c. / 100g,
respectively). The nanoparticles presented as good sources of total polyphenols (954.26 to
2349.43 mg ac. /100 g), vitamin C (1146.75 to 4468.99 mg GAE / 100 g) and antioxidant
activity (34.38 to 150.12 © M TROLOX / g), in addition to presenting bimodal particle size
distribution, distribution heterogeneity and zeta potential representing stability in suspension.
The nanoparticles presented as good sources of total polyphenols (954.26 to 2349.43 mg ac.
/100 g), vitamin C (1146.75 to 4468.99 mg GAE / 100 g) and antioxidant activity (34.38 to
150.12 v M TROLOX / g), in addition to presenting bimodal particle size distribution,
distribution heterogeneity and zeta potential representing stability in suspension. A (1GA:
IMA: 1EXT) and E (IGA: IMA: 2EXT) nanoparticles were selected for evaluation of
antimicrobial activity being efficient for inhibition of E. coli and L. monocytogenes and

bactericidal for E. coli. The nanoparticles A and E were stable over a period of 6 months



regarding the content of total polyphenols (3595.00 and 4920.19 mg GAE / 100g,
respectively) and antioxidant activity (60.24 and 59.17 1 M TROLOX / g, respectively). For
vitamin C, the nanoparticle A remained stable during storage (1976.18 mg ac. /100 g), while
the nanoparticle E showed a decrease over time (2446.11 to 1663.16 mg ac. / 100g). The
gastrointestinal bioaccessibility of acerola nectar containing nanoparticles presented
promising results for absorption of total polyphenols 9.59% for A and 8.62% for E and
antioxidant activity 77.99% for A and 78.91% for E. It was concluded That the by-product of
the processing of the acerola pulp presents characteristics to be used in processing for
extraction of bioactive compounds to be encapsulated. The nanoparticles presented as sources

of bioactive compounds and with sufficient stability to be added in food products.

Keywords: Nanoparticles. Bioactive compounds. Bioaccessibility.



LISTA DE FIGURAS

Figural - Representacdo da estrutura quimica de compostos flavondides ......................
Figura2 - Esquema geral de funcionamento do spray dryer .........ccccecceeevviveeniieenieeenneen.
Figura 3 - Estrutura quimica da maltodextrina(1) e goma ardbica (2)......c.cccceeeeveenieennne.
Figura4 - Fluxograma do processamento da polpa de acerola ..........ccccceeveenieriieennennen.
Figura5 - Fluxograma de desenvolvimento da pesquiSa ..........cccceeeueenieeriieenieeneeenieenunenn
Figura 6 - Rendimento apds Spray DIYET .........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieniceeee e

Figura7 - Espectro de infravermelho da goma ardbica (GA), maltodextrina (MA) e

extrato de subproduto de acerola ...........cceevviiieriiiieiiiiieeee

Figura 8 - Espectros de infravermelho das nanoparticulas de extrato de subprodutos de

ACETONA ..ot e
Figura9 - Vitamina C das nanoparticulas de extrato de subprodutos de acerola ............

Figura 10 - Polifendis extraiveis totais das nanoparticulas de extrato de subprodutos de

ACETOLA 1ottt ettt e ettt ——————ete e et et ———————ttttra—————_

Figura 11 - Atividade antioxidante total ABTS®' das nanoparticulas de extrato de

SUbProdutos de ACETOIA .......c..eiiiiiiiiiiiiiieeeteeeee et

Figura 12 - Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de extrato de subprodutos de

acerola para Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante

Figura 13 - Dopagem das nanoparticulas de extrato de compostos bioativos de residuos

de acerola obtidos Via SPFAY AFYer .......cccccueeeieciiiieieeiiiieeeeieee e

Figura 14 - Dopagem das nanoparticulas de extrato de compostos bioativos de residuos

de acerola obtidos Via SPray dryer .......c.c.oocueeecuiieeiiieeiieeeie et

Figura 15 - Registro do contedido de Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e
Atividade antioxidante da nanoparticula A em fun¢do do tempo, mantida por

44 dias em temperatura controlada a 50° C........ccoecveeriiiiniiennnieennne yypereeeens

Figura 16 — Registro do conteido de Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e
Atividade antioxidante da nanoparticula E em funcdo do tempo, mantida por

44 dias em temperatura controlada a 50° C........cccccovvviriiiniiiniiinienieeeee

78

79

81

83

85

87

89



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela &

Tabela 9

Tabela 10

LISTA DE TABELAS

Planejamento Experimental ............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeeeee e
Distribui¢ao dos pocos em placas de microdiluigao..........ceeevveeeeveerceieenneeennne.

Caracterizacgdo fisica e fisico-quimica da polpa de acerola ndo pasteurizada

(INEEETAL) ..ottt ettt s e et e st et e e e beesaeeens

Caracterizagdo fisica e fisico-quimica dos subprodutos de acerola em dois

estagios definidos, despolpadeira e filtro rotativo ..........ccceecveeerieernieenneeennne

Caracterizacdo de compostos bioativos da polpa de acerola ndo pasteurizada

(INEEETAL) ettt

Caracterizacdo de compostos bioativos dos subprodutos de acerola em dois

estagios definidos, despolpadeira e filtro rotativo ...........ccceeeeeveieeniieeniieeennne.

Valores de distribui¢io de tamanho de particula, Indice de Polidispersio
(PDI) e Potencial Zeta (mV) das nanoparticulas de extrato de subprodutos de

acerola obtidas Via SPray dryer ..........eoueeeecuieeiiiiieeieeeie et
- Atividade antimicrobiana dos extratos (A€ E) ......cccoovvvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen,

- Valores das médias para os teores de polifendis totais para o néctar de
acerola com adic¢ao de nanoparticulas antes e apds a digestao gastrointestinal

SIMULAAA 172 VITFO ... ceeeeeeeeeeeeeeee e ettt e ee e s e e e e eeaaareaeseaaaaes

- Valores das médias para os teores de atividade antioxidante total para o
néctar de acerola com adi¢do de nanoparticulas antes e apds a digestdo

gastrointestinal simulada i1 VItro............coccooiiiiiiiiiiiiiiniieee,

62

65

68

68

76

91

97



FAO

OMS
ANVISA
FDA
NANOREG

GRAS
APPCC
BPF
AIB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagao
Organizagdo Mundial de Saide

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

US Food and Drug Administration

A common European approach to the regulatory testing of manufactured
nanomaterials

Generally Recognizad as Safe

Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

Boas Préticas de Fabricacao

American Institute of Baking



2.1
2.1

3.1
3.2
3.3
34
3.5
3.6

4.1
4.2
4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.3.1
4.24

4.2.5
4.3
4.3.1
43.1.1
43.1.2
4.3.1.3
43.14
4.3.1.5

SUMARIO

INTRODUGCAOQ ..o 20
OBJETIVOS ...ttt sttt 22
ODjJetivo eral ............oooiiiiiiiiiie e e 22
Objetivos eSPeCIfiCOS ..............cccoeiiiiiiieiiiiicce e 22
REVISAO DE LITERATURA ........covviiimiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 23
Caracteristicas da acerola ................cccoooeviiiiiiiiiiiiee e 23
Compostos DIOALIVOS .............cccviiiiiiiiiiiie e 25
Residuos industriais como subproduto para a agroindistria ....................... 31
Nanotecnologia aplicada em alimentos ....................ccccoiiiiiiniiniiee, 33
MELOd0 de SECAZEIM ...........ccoeieiieniieiiieiieeie ettt e eeee e eeeebe e aaeebeesaeeesseenes 35
Material de parede ...............ccoooviiiiiiiiiiie e 40
MATERIAIS E METODOS ........cooovioriiineiineeieeeesssesesssseesssesssssssessnnes 44
IMEALETHALS ......oouiiiiiiiiieee ettt et sttt st 44
Planejamento Experimental ......................cccooiiiiiiiiiiie e 46

Etapa 1: Caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica da polpa e
Subprodutos da acerola ............................ccccoevveiiieiiieiiieiieeeeeeee e 46
Etapa 2: Quantificagdo de compostos bioativos da polpa e subprodutos da
QCEIOIA ...ttt e e et e e et e e e taeeeateeeaaeesssaeesesaeesnseeas 47
Etapa 3: Formulacdo das nanoparticulas utilizando os extratos dos
subprodutos do processamento da polpa de acerola ......................................... 47
Preparac@o das formulagoes ............oouvuieviiieicieeeiiieeiieeeeeeecee e 47

Etapa 4: Definicao e estudo das melhores formulagoes: atividade

antimicrobiana e estabilidade acelerada ....................................oooccvveeereeann.... 49
Etapa 5: Adigdo de nanopartciulas em néctar de acerola ................................... 49
Descricao das metodologias utilizadas ..................ccccoeviinviiiiniiinieee, 49
Determinacaes fisicas, fisico-quimicas e compostos bioativos ....................... 50
PH e e s 50
SOlIAOS SOIUVEIS (SS) wevrrreiiiiiiiiieiieeiee et eeeeeee e e e e e e eesarareeeeeeeeeenanes 50
Atividade de AZUA (AQ) ..eoeeeuieeeiieeeiieeeiee ettt 50
Acidez total titulavel (ATT) ..o e 50

Acucares redutores (AR) e Agucares totais (AT) ....cccceeevveriiieeniieeniieeniieeee 50



4.3.1.6
4.3.1.7
4.3.1.8
4.3.19
4.3.1.10
4.3.1.11
43.1.12
4.3.2
43.2.1
4322
4.3.3
43.3.1
4332
4333
4334
4335
4.3.3.6
4.3.3.7
4338
4.4

5.1

5.2

5.3

5.3.1
532

533

534

VIHAMING € .ottt s 52
Equivalente de B-Caroteno..........c.eevueeeieeriienieeiieeie ettt ettt s 52
ANLOCIANTNAS LOLALS ..vveiutieiiieiieeite ettt ettt ettt e st e et e st ebeesaaeeeeas 53
Polifendis eXtraiveis tOTALS .......cooueerieriieeniieeieeiie ettt 53
Atividade antioXIdAnTe ..........coveerveinieriienieeie e 54
Determinacao da COT ......covuiiiiiiiiiiie ettt 55
Rendimento do processo de liofilizagcdo do subproduto ..........ccccceeeeveeenvenee. 55
Metodologias para avaliacoes microbiologicas .........................ccccuueeecrveeenennn. 55
COlIformes @ 35%C € 45 °C ...ouveviieieieieieieieeee et es 56
LISTETIA SPP. -vveeeurreeriieeniiteeiteeeite e et e e st te ettt e st estbeeesateeeabeeensbeesnsseesasaeenaseesnnes 56
Caracterizacdo das nanoparticulas .........................cccccceeveeeveevincucncecnencecnnenne. 56
Tamanho e distribui¢do das nanoparticulas e potencial Zeta...........cccceeevueennnnee. 56
Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho .......................... 57
Rendimento do processo de atOmMiZaga0 .........ccceeeerieeerieeerveeniiieeniieeniieesveeenns 57
Eficiéncia de Encapsulamento ...........cocceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeececeeceeeeeee 57
DIOPAZEIN ...t ettt ettt ettt et 58
Avaliacdo da atividade antimiCrobiana .........cccueeevveeerivieniiieeniiieeniie e e 58
Ensaio acelerado de estabilidade durante 0 armazenamento .............ccccevueenee. 59
Digestao Gastrointestinal simulada in vitro (Teste de Bioacessibilidade) ......... 60
Analise eStatiStiCa .............cooeeiiieiiiiieiee s 61
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......c.ooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 62

Etapa 1: Caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica da polpa e
Subprodutos da acerola ...........................ccoccuveveieiiiniiieiieiieeieee e 62
Etapa 2: Quantificacdo de compostos bioativos da polpa e subprodutos da
QCETOIA ...t 67
Etapa 3: Formulagdo e caracterizagdo de nanoparticulas dos extratos dos
subprodutos do processamento da polpa de acerola ...................................... 73
Rendimentodo processo de atomizac@o ............................ccccccoveveveucneenuennnene. 74
Distribui¢cdo do tamanho de particulas; Indice de Polidispersdao e Potencial
ZOUQU ...ttt ettt 76

Espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho (FTIR)



5.3.5
5.3.6
5.4

54.1
54.2
54.3

Eficiéncia de encapsSulag@o ......................cccceecueeieieieeeiiaeieeiiesieeieeeie e 86

DOPAZGENN ..............coceeveeeeeeeeeeeee ettt e et e e et e e aaa e e e e 88
Etapa 4: Estudo das melhores formulacoes: Atividade antimicrobiana e

Estabilidade acelerada da nanoparticula ...........................cccccoovuvviienuvencnnnne. 90
Atividade antimicrobiana .........................cccoccoovuevieveniiineiiiiieneeeseseeeaes 91
Estabilidade acelerada ..............................cccccoovuiviininiiiniiiiiiinieniieieneeseens 93
Etapa 5: Adigdo de nanopartciulas em néctar de acerola ............................... 97
CONCLUSAQ ...t ess s 100

REFERENCIAS ...ooooooeoeeoeeeeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 102



20

1 INTRODUCAO

O crescimento significativo no mercado de frutas atrai a atencdo de fruticultores,
distribuidores de frutas e processadores (ANTUNES, et al., 2013), enquanto o consumo de
frutas tropicais vem apresentando um aumento expressivo em todo o mundo, por suas
propriedades e funcionalidades (LIMA, 2010). E inquestiondvel a importancia do Brasil no
agronegdcio global, conferindo ao Pais o posto de terceiro maior produtor mundial de frutas,
segundo o Anudrio Brasileiro de Fruticultura (2017). Para a Organizacido das Nac¢des Unidas
para a Agrigultura e Alimentacdo (FAO) (2013), o Brasil é uma das grandes poténcias
exportadoras de alimentos do mundo, apresentando destaque como grande supridor de frutas.
O Anudrio Brasileiro de Fruticultura (2017) ressalta que, o Brasil tem potencial para aumentar
a demanda, uma vez que a populacdo ainda nido consome a quantidade ideal de frutas e
hortalicas a fim de garantir boa alimentacao de acordo com a Organizacdo Mundial da Saide
(OMS).

Segundo AYALA-ZAVALA et al.(2011), as frutas tropicais exoticas sao ricas em
compostos bioativos, tais como compostos fendlicos, carotendides, vitaminas e fibras
alimentares. No entanto, a inddstria de transformacdo destes frutos enfrenta uma grande
dificuldade relacionada com a porcentagem de seus subprodutos, como cascas, sementes €
polpas ndo utilizadas, geradas nas diferentes etapas das cadeias de processamento. Na maioria
dos casos, os subprodutos desperdigcados podem apresentar conteido semelhante ou até mais
altos de compostos bioativos que o produto final.

Neste contexto, uso de fontes renovdveis e procedimentos de concep¢do tem
obtido aten¢@o na tltima década devido ao crescimento continuo da populacio mundial,
levando a uma diminui¢do dos recursos naturais, com a implementacdo de produtos
alimentares enriquecidos e funcionais (TOLUN, ALTINTAS e ARTIK, 2016).

A acerola € uma fruta nativa da América Central e adaptada ao cultivo no Brasil,
no qual se tornou maior produtor, consumidor e exportador mundial. Esta fruta é excelente
fonte de vitamina C e também contém fitoquimicos, tais como carotendides e polifenodis
(ANTUNES, et al. 2013).

A utilizacdo da nanotecnologia apresenta inimeras oportunidades que podem ser
exploradas, como a elaboracdo de produtos com caracteristicas funcionais e nutracéuticas, o
desenvolvimento de processos, as embalagens inteligentes, a garantia da seguranga

microbioldgica do alimento e a extensdo da vida ttil dos produtos alimentares, bem como a
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liberacdo controlada de ingredientes ativos em sistemas alimentares e a melhoria de nutrientes
com aumento na sua biodisponibilidade.

A aplicagdo da nanotecnologia apresenta-se como uma estratégia para garantir a
qualidade e seguranca microbiolégica de produtos de alto valor comercial. Esses produtos
cumprem assim as exigéncias dos consumidores por produtos sauddveis, nutritivos, praticos e
seguros, podendo ser enriquecidos com produtos naturais, como subprodutos do
processamento, de modo a garantir uma agrega¢do de valor nutricional e beneficios adicionais
a saude.

Existe na atualidade grande demanda da sociedade brasileira e internacional por
alimentos sauddveis, nutritivos e que apresentem propriedades benéficas para a satide (ABIA,
2017). Estudo realizado por RIPA (2008) estimou que até 2023 haverd um crescente interesse
por alimentos funcionais, produtos diferenciados, naturais e organicos, frutas e hortaligas,
carne branca e magra, assim como alimentos processados e semiprontos. De forma geral, o
mercado serd mais exigente, ndo sé em relacdo a qualidade e diversidade dos alimentos, mas
também nos quesitos de rastreabilidade, bem-estar animal, certificacdo de qualidade e
sustentabilidade ambiental.

O interesse em encontrar e adicionar compostos bioativos naturais para
formulacdo de novos produtos. Corresponde a uma tendéncia atual, tendo em vista que o
mercado de alimentos busca satisfazer as necessidades do publico consumidor por produtos
sauddveis e livres de aditivos sintéticos, além de conferir também ao produto qualidade

nutricional adicional, atividade antimicrobiana e valor agregado.



22

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Encapsular extrato de subproduto industrial de acerola em matriz de goma ardbica
e maltodextrina, a fim de sua utilizagdo como enriquecedor em produtos alimentares para

maior retencao da qualidade funcional e seguranca do produto.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar polpa e subproduto da acerola em seus parametros fisicos, quimicos e
fisico-quimicos;

e Encapsular extrato do subproduto de acerola determinando a melhor concentracao do
material de parede para a reten¢do dos composto bioativos;

e Verificar a eficiéncia de encapsulacio das formulacdes testadas;

e Apontar a melhor formulacio para posterior utilizacdo em produtos alimentares;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) da melhor formulacdo contra Listeria monocytogenes, (Gram-
positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa);

e Acompanhar a estabilidade dos compostos bioativos da melhor formulagdo;

e Verificar a bioacessibilidade da melhor formulagdo aplicada em néctar de acerola

preparado de acordo com a IN n° 12/ 2003.
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3 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, em toda a cadeia produtiva das frutas, incluindo colheita, transporte e
armazenamento, as perdas sao ainda bastante elevadas. As frutas tropicais apresentam elevada
perecibilidade, e sdo considerados escassos a aplicacdo de novas técnicas de pds-colheita que
venham a diminuir estas perdas. Com a biodiversidade presente no pais, especialmente no
Nordeste, é necessario estudos a respeito da deteccdo, quantificagdo, extragdo, aplicacdo e
utilizacdo de substincias de interesse para aplicag¢do industrial que tragam beneficios a satide
da populagado (SILVA, 2014).

Para o Anudrio Brasileiro de Fruticultura (2017) o destaque dado ao aparecimento
de novos produtos mostra uma tendéncia mundial a saude e o incremento do comércio de
produtos processados devido o menor tempo de preparo dos alimentos, aproveitamento
integral e qualidade sensorial mais proxima possivel do alimento in natura. Isto é
impulcionado com o aumento da conscientizacdo quanto aos beneficios a saide e aumento da
qualidade e expectativa de vida, a busca por uma alimenta¢do mais saudavel e a tendéncia
crescente no que diz respeito ao aumento do consumo de vegetais, principalmente frutas, além

de produtos de frutas (SILVA, 2014).

3.1 Caracteristicas da acerola

A acerola ou cereja-das-antilhas tem sua origem na América Tropical (OLIVEIRA
et al., 2003). Fruta do género Malpighia, pertencente a familia Malpighiaceae (ANTUNES et
al., 2013). Embora ndo seja uma planta nativa do Brasil, a producdo desta fruteira tem se
destacado por encontrar adequadas condi¢Oes de clima e solo na maior parte do territério
brasileiro (RITZINGER et al., 2003; ANTUNES et al., 2013).

A aceroleira foi introduzida no Nordeste em 1958, via sementes oriundas de Porto
Rico. Esta regido € a que mais se destaca no Brasil, com um volume de producdo superior a
60% do total da producdo nacional (RITZINGER et al., 2003).

Os frutos da aceroleira sdao do tipo drupa tri-pirendide com epicarpo fino,
mesocarpo de células grandes e suculentas, endocarpo constituido de trés carogos alongados e
lignificados, variando em tamanho, forma e peso. O peso do fruto pode variar de 3 a 16g e a
cor da casca quando maduro é predominantemente vermelha, podendo ter variacdo de

vermelho-amarelada a vermelha-ptrpura. Quanto a cor da polpa, esta pode ser amarela,

laranja ou vermelha e representa, em média, de 70 a 80% do peso total do fruto, podendo ser
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dcida ou subdcida, ligeiramente doce ou doce acidulada. O &4cido mélico possui papel
preponderante no aroma dos frutos (OLIVEIRA et al., 2003).

Os frutos passam por vdrias fases de desenvolvimento até atingirem condi¢des
adequadas para consumo humano, associadas as alteragdes fisicas, quimicas e bioquimicas
determinadas por reacOes metabdlicas de vdrias naturezas. Essas atividades metabdlicas
continuam apds a separacdo dos frutos da planta (frutos climatéricos), resultando em efeitos
sobre a sua qualidade de consumo e o tempo de manutencdo desta qualidade, geralmente

chamada “vida de prateira” (REINHARDT e OLIVEIRA, 2003).

O constituinte presente em maior quantidade na fruta acerola e sua polpa € a dgua,
que corresponde a mais de 90% do total da fruta, assim como dos componentes da polpa os
carboidratos, sendo pobre em proteinas e lipidios, como a maioria das frutas. Seu principal
apelo nutricional é o conteido de agucares, vitaminas e minerais (FOLEGATTI e
MATSUURA, 2003; MAIA et al., 2009), além de compostos antioxidantes tais como
carotendides, polifendis e vitaminas (ANTUNES et al., 2013; JAESCHKE et al., 2016).

Para Folegatti e Matsuura (2003), a acerola é considerada uma excelente fonte de
vitamina C, podendo apresentar, em sua composi¢do, teores entre 1000 e 3000 mg de acido
ascorbico por 100g de polpa. Além da vitamina C, a acerola se apresenta como fonte razodvel
de pré-vitamina A, além de conter vitaminas do grupo B como tiamina (B1), riboflavina (B2),
piridoxina (B6) e niacina, ndo sendo fonte significativa de nenhum mineral em particular.

A acerola é uma fruta rica em vitamina C (MAIA, et al., 2009; ANTUNES et al.,
2013). O teor de 4cido ascorbico da acerola varia em fun¢do de uma série de fatores, como
variedade, estddio de maturacdo, época do ano da colheita, métodos culturais, disponibilidade
de nutrientes do solo, clima do local de cultivo, manuseio pds-colheita e condicdes de
estocagem (FOLEGATTI e MATSUURA, 2003).

Segundo Oliveira et al.(1998) a degradacdo oxidativa da vitamina C pode ser
reduzida em meio dcido e na presenca de compostos fendlicos, que exercem efeito protetor
sobre essa vitamina.

Para Maia et al.(2009), a polpa de fruta é quase sempre utilizada como matéria-
prima para processamento de outros produtos, como néctares, sucos, geléias, sorvetes e doces.
Os autores ressaltam que os produtos fabricados com acerola vermelha sdo preferidos aqueles
produzidos com frutos amarelados mesmo nido havendo diferenca em suas caracteristicas

internas.
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3.2 Compostos bioativos

Numerosos compostos presentes em vegetais vém sendo estudados com base em
suas propriedades bioativas, tendo seus potenciais terap€uticos como ancora dos estudos
cientificos. Dessa forma, uma dieta rica em frutas e hortalicas diminui o risco de varios
canceres, e recentemente, ingredientes extraidos desses produtos tem apresentado énfase nas
pesquisas cientificas (LIU et al., 2010).

Os compostos bioativos de alimentos sdo componentes extranutricionais, que
geralmente estdo presentes em pequenas quantidades nos alimentos (COZZOLINO;
COMINETTI, 2013).

Variam quimicamente em sua estrutura e, em sua func@o bioldgica. No entanto,
eles apresentam caracteristicas em comum, tais como: sao substincias orginicas e em geral de
baixo peso molecular, ndo sdo sintetizados pelo organismo humano, apresentam ac¢do
protetora quando presentes na alimentacdo humana em quantidades significativas e pertencem
a alimentos do reino vegetal. Em sua maioria, sio metabdlitos secunddrios de plantas
relacionados aos sistemas de defesa de plantas contra radiacdo ultravioleta, agressdo de
insetos ou patégenos (CASSANO et al., 2016).

Maia et al.(2009) consideram as frutas como alimentos funcionais, ja que podem
influenciar a manutencdo da saide pela prevencdo ou tratamento de patologias como:
diabetes, hipertensdo, hipercolesterolemia de obesidade, constipacdo e cancér, além do seu
poder nutricional para cegueira noturna, anemia, escorbuto e xeroftalmia. A histéria dos
alimentos funcionais € relacionada a melhoria da saide em combina¢do com a longevidade.

Segundo a Resolucdo n° 18 de 30 abril de 1999 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que define sobre alimento ou ingrediente com propriedades
funcionais ou de saude; os alimentos com alega¢cdo de propriedades funcionais sdo aqueles
que o nutriente ou ndo nutriente tem papel metabdlico ou fisiolégico no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras funcdes normais do organismo humano. (BRASIL,
1999).

Estes efeitos sdo atribuidos as propriedades antioxidantes dos compostos
bioativos, os quais inibem a oxida¢do de moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das
reacoes de oxidacdo em cadeia (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

Segundo as Diretrizes Basicas para Avaliacdo de Risco e Seguranca dos
Alimentos, para que um alimento seja considerado funcional, é necessdria a comprovacao dos

seus beneficios em humanos através de estudos cientificos (BRASIL, 1999).
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Em geral, os bioativos relacionados a promoc¢io de saide pertencem a categoria
dos antioxidantes, fibras ou 4cidos graxos. Assim, um alimento pode receber a alegacdo
funcional se contiver em sua composi¢do alguns destes compostos em quantidade suficiente

para a manutenc¢do da saude (BRASIL, 1999).

Os antioxidantes s@o os responsdveis por capturar os radicais livres presentes no
ambiente celular ou extracelular. Por consequéncia, esta categoria de compostos estd
associada a preven¢do de vdrias doengas, como tumores e doengas degenerativas, ja que o
excesso de radicais livres foi associado aos processos que causam obstrucdo das artérias,
transformacao das células sauddveis em células cancerosas, problemas nas articulacdes e mau
funcionamento do sistema nervoso, envelhecimento, e doengas cronico-degenerativas (MAIA

et al., 2009).

Os produtos funcionais estdo se transformando em novas oportunidades no
mercado de alimentos, tomando espaco dos produtos tradicionais e por isso, apresentam
perspectivas de crescimento muito altas. Isso € observado nos investimentos crescentes das
empresas nesses produtos. As grandes multinacionais do setor parecem perceber o grande
potencial de consumidores dispostos a consumir e pagar mais por esse tipo de alimento
(IKEDA et al., 2010).

Maia et al.(2009) citam os carotendides, a vitamina C, a vitamina E, flavondides e
selénio como exemplos de antioxidantes. Estes podem agir diretamente na neutralizacdo da
acdo dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa func¢ao.
Ressaltam também que a vitamina C (dcido ascérbico) apresenta multiplas fun¢des no

organismo e que a acerola € uma excelente fonte desta vitamina.

Os antioxidantes de acordo com o mecanismo de acdo podem ser classificados em
primdrios e secundérios. Os antioxidantes primérios envolvem os compostos fendlicos que
promovem a remog¢do ou inativagao dos radicais livres formados, através da doagdo de dtomos
de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia. Os antioxidantes
secundérios nao envolvem a reducdo direta dos radicais livres, agem por meio de muitos
mecanismos, que incluem complexagcao de metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢ao de
hidroperéxidos para formar espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou
desativacdo de oxigénio singlete. Eles diminuem a taxa de oxidacdo, mas ndo convertem
radicais livres em produtos mais estaveis (SUCUPIRA et al., 2012).

Pesquisas com antioxidantes naturais tem sido relatadas, devido as suspeitas de

que os antioxidantes sintéticos sejam adversos a saide, assim direcionando os estudos para os
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compostos naturais que apresentam esta capacidade e que venham a substituir os artificiais ou
atuar em conjunto com 0s mesmos, reduzindo seus teores nos alimentos (GONZALEZ—
CENTENO et al., 2015).

Os flavondides constituem uma familia relativamente diversificada de moléculas
aromdticas que sao derivados do 4cido chiquimico, fenilalanina e malonil-coenzima A (acetil
coenzima A). Mais de cinco mil compostos flavondides de origem natural foram descritos e
classificados com base na estrutura quimica e grau de oxidacdo no anel C. De acordo com esta
classificac@o, estes compostos podem ser divididos em: chalconas, flavonas, flavanonas,
flavondis, diidroflavondis, isoflavonas, antocianinas e antocianidinas, auronas (BOROS et al.,

2010). Alguns desses compostos sdo representados em sua estrutura quimica na figura 1.

Figura 1 — Representacdo da estrutura quimica de compostos flavondides
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Fonte: Galleano et al. (2010).

Flavonoides e antocianinas sdo os polifendis de baixo peso molecular encontrados
em diversas espécies vegetais e se acumulam em vérios tecidos da planta como folhas, frutos
e flores. Sdo responsdveis em conferir a pigmentacao das flores, frutos e sementes, que por
sua vez contribuem para atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes (YAMAGISHI
et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo considerados um dos grupos de compostos bioativos
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responsaveis pelos efeitos benéficos a saide proporcionados pelos vegetais. Embora existam
outros mecanismos, 0 modo de a¢do mais citado € a atividade antioxidante. O conhecimento
do conteddo dos compostos fendlicos em vegetais € considerado uma ferramenta para o
entendimento do seu papel na fisiologia da planta e na saide humana, bem como para

pesquisas que visam o aumento do seu consumo (HOFFMANN RIBANI, 2006).

Os flavonoides e outros compostos fendlicos atuam no crescimento,
desenvolvimento e participam de respostas a estresses ambientais nas plantas (HOFFMANN
RIBANI, 2006; HUANG et al., 2010). Sua acdo antioxidante auxilia na captura de radicais
livres, resultantes de processos oxidativos, decorrentes da exposi¢c@o a luz ultravioleta; atuam
na defesa da planta contra patégenos, como moléculas de sinalizagdo na interacdo planta-
microbio e desempenham papel importante na fertilidade e germinacdo de podlen

(ANTOGNONI et al., 2007).

Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundérios produzidos pelos vegetais, e
além de sua capacidade antioxidante, podem apresentar atividade antimicrobiana e antiviral
(IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Em concentragdes elevadas, os compostos fendlicos sao
considerados substincias toxicas para a célula bacteriana, inibindo seu crescimento
(GARCIA-RUIZ et al., 2007). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende do
arranjo dos grupos sobre a estrutura nuclear (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002) e é
de interesse nutricional, pois tem sido associada a potencializa¢do de efeitos promotores da
saide humana através da prevencao de varias doencas (GIADA; FILHO, 2006).

Barreto et al.(2009) estudaram 18 polpas de frutos tropicais e observaram que a
atividade anti radical livre encontrada mostrou alta correlagdo como teor de compostos
fendlicos totais e flavonoides, ndo sendo dependente da concentracdo de dcido ascorbico e
carotenoides totais.

A acerola possui altos teores de duas classes de compostos muito conhecidos por
suas propriedades antioxidantes: o dcido ascorbico (vitamina C), e as antocianinas, compostos
fendlicos pertencentes a classe dos flavondides. A concentragdo desses componentes na fruta
varia de acordo com as condicdes climdticas, uso de pesticidas, localizagdo geografica,
estddio de maturacdo, processamento ou condi¢des de armazenamento (MERCALI et al.,
2012).

Dentre os compostos bioativos em frutas e subprodutos de frutas pode-se destacar
a importancia do 4cido ascorbico que é um agente nutricional e antioxidante que sofre a

oxidacdo em fungdo do alimento, preservando a sua qualidade (LEMES, 2013) e dos
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compostos fendlicos que se encontram mais concentrados na casca e sementes (TAIZ;
ZEIGER, 2006), sendo esses dois compostos capazes de atuarem como Compostos
Antioxidantes, que segundo a FDA (US Food and Drug Administration), os antioxidantes tém
sido definidos como substancias que retardam a rancidez ou descoloracdo causada pela
oxidacdo (ROCKENBACH et al., 2008).

Segundo Lima et al.(2000) e Aradjo (2008), as caracteristicas fisico-quimicas de
frutos podem ser influenciadas por diversos fatores, a exemplo do grau de maturacdo,
variedade, condicdes climédticas e edaficas, exposi¢do ao sol, localiza¢do da fruta na planta,

manuseio pos-colheita, tratos culturais e a propria cultivar.

Os compostos fendlicos foram considerados inicialmente compostos
antinutricionais, devido a alguns efeitos adversos que produziam no metabolismo humano,
exercidos principalmente pela classe dos taninos. Porém, estudos tém demonstrado a atuacao
benéfica dessas substincias (HUBER e RODRIGUES-AMAYA, 2008).

O poder antimicrobiano de compostos fendlicos sobre microrganismos
especificos, como Salmonella, Listeria monocytogenes e Helicobacter pilori foi revelado por
Santiago (2007).

Os antimicrobianos sdo definidos como substincias quimicas que eliminam ou
inibem o crescimento de outros organismos. Do ponto de vista industrial, visam o controle do
crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos, retardando a deterioracao
bioldgica e prevenindo a disseminagdo de doencas transmitidas por alimentos, contribuindo
desta forma com o prolongamento da vida de prateleira dos alimentos (SILVA, 2014).

Os compostos fendlicos podem ser explorados industrialmente, a fim de fornecer
ao mercado de alimentos conservantes de origem natural, geralmente reconhecido como
seguros (“GRAS”) e de baixo custo. Além do efeito antimicrobiano e sua significativa
contribuicdo a manutencdo e melhoria da sadde humana, desenvolvem-se pesquisas
envolvendo o encapsulamento de substincias naturais, como os compostos fendlicos, para o
enriquecimento de produtos alimenticios (SILVA, 2014).

Os compostos antimicrobianos de origem vegetal (6leos essenciais, aldeidos,
ésteres, ervas e especiarias) t€m sido utilizados efetivamente na reducdo de patdogenos e
microrganismos produtores de esporos, em frutas e sucos de frutas (RAYBAUDI-MASSILA
et al., 2009). Ha uma demanda da industria de alimentos em reduzir ou eliminar a utilizagdo
de substancias antimicrobianas sintéticas (BUBONJA-SONIJE; GIACOMETTI; ABRAM,
2011).
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Estudos abordando o efeito antimicrobiano foram relatados por Donsi et al. (2011)
utilizando nanoemulsdo de Oleos essenciais ¢ Niu et al. (2016) em emulsdes de Oleo de
tomilho estabilizadas por ovalbumina e goma arébica.

Os antimicrobianos naturais constituem cada vez mais uma nova forma de
garantir uma alimentacio segura, mantendo inalterada a qualidade dos alimentos. E observada
uma tendéncia quanto ao uso destes compostos, que comega a crescer no mercado europeu,
especialmente em combinagdo com outras técnicas modernas de controle, como a andlise de
riscos e o controle de pontos criticos. Em alguns paises, como a Nigéria, por exemplo, os
extratos de espécies com propriedades conservantes naturais sdo mais utilizados do que os
antimicrobianos sintéticos. Os sistemas antimicrobianos naturais presentes nas plantas,
animais ou microorganismos estdo cada vez mais ganhando adeptos no ambito da
conservagdo natural, especialmente em atividades antimicrobianas a partir de extratos de
vérias espécies de plantas e partes de plantas (FOOD INGREDIENTS, 2010). Dessa forma, a
reducdo ou eliminagdo da utilizacdo de substancias antimicrobianas sintéticas pode ser
considerada uma demanda atual da inddstria de alimentos (BUBONJA-SONIJE;
GIACOMETTI; ABRAM, 2011).

A simples ingestdo do composto fendlico presente em vegetais ndo indica,
necessariamente, sua atuacdo benéfica, sendo necessdrios constantes estudos a respeito da
natureza do alvo bioldgico, das condi¢des ambientais e da dosagem de compostos fendlicos
ingerida, juntamente com a disponibilidade dessas substincias. Estes fatores influenciam a
eficacia destes compostos (SOUSA, 2008).

Bioacessibilidade refere-se a quantidade de um determinado nutriente presente em um
alimento que é liberada no trato gastrointestinal durante a digestdo (para cada nutriente se tem
uma bioacessibilidade especifica). Nem todo o contetido do nutriente presente no alimento é
liberado durante a digestdo, sendo que o contetido liberado € considerado a fragdo bioacessivel
para a absor¢do pelo organismo. Deste total de nutrientes biodisponiveis, apenas uma fracao
tornar-se-4 acessivel realmente para ser usada pelo organismo nas suas funcdes fisioldgicas, ou ser
estocado para uso posterior; isto €, apenas uma parte do total biodisponivel serd de fato absorvida
pelo organismo (COZZOLINO, 2012).

Estudo sobre bioacessibilidade de cobre, ferro, zinco e antioxidantes de suco e fibra de
caju foram descritos por Lima et al. (2014), bem como estudos sobre a bioacessibilidade de

antioxidantes de cera de carnatiba foram relatados por Freitas et al. (2016).
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3.3 Residuos industriais como subproduto para a agroindustria

Durante o processamento para a producao de sucos, polpas congeladas, néctares,
geleias e outros, as substincias nutritivas encontradas nas cascas, sementes e bagagos sdo
desprezadas. E em virtude do constante crescimento da industrializacdo, do mercado de frutas
in natura e minimamente processadas, observa-se um grande aumento na geracdo de residuos
agroindustriais (MARQUES, 2013).

As atividades agroindustriais geram uma grande quantidade de residuos vegetais
anualmente, sem considerar o desperdicio durante os processamentos. O destino dado para a
maioria destes residuos causa um déficit econdmico na cadeia produtiva, uma vez que muitos
deles sdo ricos em compostos bioativos que tém elevado valor comercial, além de
potencializarem a poluicdo ambiental (BALASUNDRAM et al., 2006). O aproveitamento
destes subprodutos pode contribuir muito para a melhoria do meio ambiente, tendo em vista
os grandes volumes produzidos e eliminados em locais inadequados, provocando sérios
problemas ambientais, podendo assim ser aproveitados em outras atividades (UCHOA et al.,
2008; SOUSA et al., 2011).

Enormes quantidades de alimentos e materiais agricolas produzidos e
industrializados em todo o mundo faz necessario repensar uma maneira promissora de reduzir
o desperdicio e eliminacdo de custos na cadeia agro-alimentar com a exploracdo dos residuos
em operacdes unitdrias como extracio e fracionamento (SALDANA, 2015).

Residuos industriais sdo conceituados como sendo aqueles provenientes do
processo produtivo e instalagdes industriais (BRASIL, 2010), podendo ser reutilizados como
um bem econdmico e de valor social, gerando trabalho e renda, visando, dessa forma, o
desenvolvimento sustentdvel.

Residuos de alimentos provenientes de processamento de produtos de fontes de
origem vegetal (frutas, legumes, grios, cana de agucar, entre outros) e fontes animais (leite,
carne, peixe, mel e ovos) t€m diferentes compostos, que podem ser separados e transformados
em novos materiais, produtos quimicos e bioenergia, aumentando o valor de residuo, usando o
conceito de biorefinacdo. Os objetivos da transformacdo de residuos se concentram em
primeiro lugar, proporcionar um novo produto com um valor mais elevado que o residuo
original; em segundo lugar, evitar a geracdo de residuos para minimizar o impacto ambiental
negativo; e terceiro, reduzir o custo de transporte para eliminar os residuos (SALDANA,
2015).

Para a industria de alimentos € importante a diferenciacdo entre residuo e
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subproduto. Residuo € o produto que ndo é 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).

Subprodutos agroindustriais sdo conceituados como sendo aqueles provenientes
do processo produtivo e instalacdes industriais, que podem ser reutilizados, sendo utilizados
como um bem econdmico e de valor social, gerando trabalho e renda, visando, dessa forma, o
desenvolvimento sustentdvel (BRASIL, 2010). A designagado de residuos € utilizada quando a
amostra ndo apresenta valor comercial.

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 estd uniformemente
distribuida na fruta, os carotendides ocorrem principalmente na superficie dos tecidos (na
parte externa do pericarpo e na casca), os compostos fenolicos, com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, estdo localizados preferencialmente em casca e sementes e,
em menor grau na polpa. A casca e as peliculas também sdo ricas em fibras (KALTA, 2005).

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. Além disso, o maior percentual de utilizacdo pode
aumentar a rentabilidade industrial através de processos operacionais sustentaveis (AYALA-
ZAVALA et al., 2010), contribuindo para a economia do pais (DAMIANI et al., 2008).

O aproveitamento de residuos, a nivel industrial, € interesse para industria
alimenticia, pois, além da reducdo de custos de producdo, a utilizacdo desses residuos
provenientes do processamento de alimentos, contribui com a reducdo dos impactos
ambientais (KUHN et al., 2015).

Estudos para elaboragdo de pds alimenticios a partir de subprodutos visando a
elaboracdo de novos produtos tem sido desenvolvidos, como o de Costa et al.(2007) a partir
da casca e bagaco de abacaxi, e de Uchoa et al. (2008), com bagaco de caju, goiaba e
maracuja.

Pereira et al. (2013) realizaram caracterizacdo fisico-quimica e atividade
antioxidante em farinha de residuo de acerola (Malpighia glabra L.) e geraram valores para
vitamina C e compostos fendlicos de 31,03 mg/100g, 88,38 mg/100g, e Marques et al. (2015)
estudaram sobre o aproveitamento de residuos de acerola na elaboracdo de barras de cereais
ressaltam que os residuos proporcionam agregacao de valor nutricional, com compostos
fendlicos e vitamina C, apresentando ainda reduzido teores de sédio e valores elevados de

fibras alimentares e ferro.
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Os bioativos usados como ingredientes nutracéuticos de alimentos funcionais
estdo presentes em residuos de fruta através de peles / cascas (compostos fendlicos,
carotendides), farinhas de oleaginosas (vitaminas, peptideos), soro de queijo (peptideos),
peixes (os dcidos graxos omega-3, péptidos), entre outros. Sua obtencdo varia com as etapas
de processamento, tal como, extragdo, fracionamento, purificacio, e de formacgao de particulas
para proporcionar estabilidade do produto. A eficidcia da extracdo € afetado por vérios
parametros, tais como o tamanho de particula e o teor de umidade do alimento, temperatura de
extracdo e de pressdo, o caudal de solvente, tempo de extra¢do, e 0 uso de um co-solvente ou
uma mistura de solventes (SALDANA, 2015).

Estudos visando o aproveitamento desses subprodutos de frutas, com o objetivo
de uma posterior utilizagdo de compostos especificos, como os compostos fendlicos, estdo

sendo abordardados (SILVA, 2014).

3.4 Nanotecnologia aplicada em alimentos

A aplicacdo da nanotecnologia em alimentos é uma drea nova, no entanto, ja
apresentando oportunidades na elaboracdo de produtos com caracteristicas funcionais e
nutracéuticas, o desenvolvimento de processos industriais e as embalagens ativas e
inteligentes. Existe um grande interesse no desenvolvimento de embalagens antimicrobianas
que liberem seus compostos ativos vagarosamente para a superficie do alimento inibindo a
contaminagdo da superficie do alimento durante o armazenamento (MOREIRA, 2014 e
CARVALHO, 2014).

A funcdo mais importante da nanotecnologia aplicada em alimentos € fornecer
produtos mais seguros e com maior qualidade nutricional. Porém, pela difusdo dessa
tecnologia ser recente, muitos consumidores estdo incertos quanto a seguranga destes novos
produtos. Por isso, as certificagcdes de seguranca tornam-se necessdrias. Os beneficios da
nanotecnologia ndo podem ser prejudicados pela percep¢do equivocada de risco para o
ambiente e a saide humana com base em pouca ou nenhuma informacao. Atualmente, grande
parte dos estudos ndo apresenta nenhum risco previsivel para os seres humanos ou para o
ecossistema (SEATON; DONALDSON, 2005).

A utilizacdo da nanotecnologia em produtos alimenticios se torna uma alternativa
para efetivar a utilizacdo de diferentes substancias, como compostos bioativos, aumentando a
estabilidade e caracteristicas desejaveis dos mesmos, como cor, composi¢do nutricional e

compostos antioxidantes. Assim, o uso da nanotecnologia pode contribuir para o
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desenvolvimento de alimentos modernos e convenientes, sem grandes prejuizos ao valor

nutricional (ROBSON, 2011).

Dessa forma, a nanoencapsulacdo pode fornecer vdrias vantagens ao alimento,
como prote¢do a ingredientes sensiveis em condi¢des ambientais desfavordveis, eliminacdo de
incompatibilidades (solubilizacdo) e mascaramento de caracteristicas sensoriais desagraddveis
(FATHI, MOZAFARI, MOEHBBI, 2012), visando aumentos potenciais na qualidade e
propriedades funcionais dos alimentos (CUSHEN et al., 2011).

A utilizacdo de particulas em produtos alimentares deve evitar a reacdo entre os
ingredientes alimentares e outros componentes, melhorar a qualidade sensorial, controle
antimicrobiano, e aumentar a vida de prateleira (SALDANA, 2015).

Avancos na nanotecnologia tém aberto novas perspectivas para setores industriais
e de consumo de alimentos, incluindo a reducdo do uso de conservantes, sal, gordura e
surfactantes em produtos alimenticios; desenvolvimento de novos sabores e texturas, melhoria
da absorcdo e biodisponibilidade de nutrientes e suplementos alimentares (CHAUDRY,
CASTLE, 2011).

A tecnologia de encapsulagdo e a escolha de novos biopolimeros tem se mostrado
de grande importdncia na inddstria de alimentos, em particular no desenvolvimento de
alimentos funcionais e saudaveis (CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

Puerta et al.(2012) consideram que a nanotecnologia vem surgindo como uma
rapida evolugdo e com um potencial de revolucionar a drea dos alimentos em toda cadeia
agricola e, em relac@o ao Brasil, a pesquisa na drea de nanotecnologia apresentou crescimento
importante nos dltimos anos.

Com a nanotecnologia os produtos alimenticios se tornam uma alternativa para
efetivar a utilizagdo de substincias naturais, como os compostos bioativos, que proporciona o
aumento da estabilidade e melhora as caracteristicas desejdveis, como cor, composi¢ao
nutricional e potencial antioxidantes. Assim, o uso da nanotecnologia pode contribuir para o
desenvolvimento de alimentos modernos e convenientes, como 0s compostos bioativos
encapsulados visando o enriquecimento de novos produtos com alegacdo funcional ao
consumidor, além da geracdo de novos empregos e consequente incremento da economia

regional e nacional (SILVA, 2014).

Em alimentos tém por finalidade facilitar sua adicdo em formulagdes, assim como
manipulacdo e transporte, limitar as interacdes desses componentes com fatores ambientais,

retardando as alteragdes que acarretam perda de aroma e de nutrientes e modificagdo da cor.
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Ainda, controle da liberacdo de aromas durante armazenamento; evitar degradacdo quimica de
compostos antioxidantes. Substincias antimicrobianas sdo encapsuladas para aumentar sua
eficacia, assim como, controlar sua libera¢do no alimento (GARTI; MCCLEMENTS, 2012).
A utilizacdo de extratos de frutas tropicais para nanoencapsulacdo pode
apresentar-se bastante interessante devido ao possivel sinergismo observado entre os diversos
compostos presentes nos extratos, que pode aumentar as propriedades bioativas e atividade
antimicrobiana, quando comparado ao composto isolado, que normalmente € utilizado para

estudos visando nanoencapsulagdao de compostos bioativos (SILVA, 2014).

As micro/nanoparticulas podem estar presentes nos alimentos por adi¢do como
ingredientes utilizados para fabricacio de produtos ou serem formadas durante o
processamento (CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

A micro/nanoencapsulacdo pode potencialmente oferecer numerosos beneficios
aos ingredientes alimentares que estdo sendo encapsulados. Vérias propriedades dos materiais
ativos podem ser alteradas por encapsulacdo. Por exemplo, as propriedades de manuseamento
e fluxo podem ser melhoradas convertendo o liquido numa forma encapsulada em po
(FERNANDES, BORGESA e BOTREL, 2014).

Pesquisas foram desenvolvidas com o uso da nanotecnologia em alimentos por

Donsi et al. (2011); Campos et al. (2015); Cheong, Tan e Nyam (2017).

No Brasil, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovag¢do aprovou a adesdo do
pais ao projeto europeu NANOREG “A common European approach to the regulatory testing
of Manufactured Nanomaterials”, que trata da regulacdo internacional de nanotecnologia e,
tém como objetivo fornecer aos legisladores um conjunto de mecanismos e instrumentos para
tomada de decisdo, incluindo o monitoramento e controle para nanomateriais utilizados em
produtos; estabelecer relagc@o entre governos e industrias, com relac@o a gestdo apropriada dos
riscos, e criar a base para abordagens comuns. Ainda, desenvolver novas estratégias de
andlises, adaptadas a um elevado nimero de nanomateriais (BRASIL, 2014; NANOREQG,
2015).

3.5 Método de secagem

A secagem por atomizacao, mais conhecida por spray dryer, teve seus primeiros

passos na metade do século XVIII, quando foi patenteada a primeira operagdo de secagem de

ovos em 1865. Porém, o inicio de sua utilizagdo como processo a nivel industrial data da
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década de 20. Os primeiros produtos a que se tem noticia como obtidos em larga escala com a

secagem por spray dryer foram o leite e o sabdo em p6 (ROSA; TSUKADA e FREITAS,

2006).

A encapsulagdo pode ser definida como a inclusdo de pequenas particulas sélidas,

goticulas liquidas ou gases em um material de revestimento (DRUSCH et al., 2012), e permite

a formagdo de uma barreira fisica entre 0 meio externo e os materiais sensiveis do nicleo,

protegendo esses compostos da umidade, pH e oxidacdo (NESTERENKO et al., 2013). Esta

técnica € aplicada em diversos setores, com varios propdsitos, nomeadamente em:

Melhorar as propriedades do material encapsulado, mascarando as
caracteristicas organolépticas (sabores, odores, cor) desagraddveis de alguns
materiais;

Transformar o estado fisico das substincias para melhor manipulagdo das
mesmas;

Possibilitar a otimizacdo de formulacdes no que se refere a modulacdo da
libertacdo da substincia a encapsular;

Estabilizar a substancia a encapsular, evitando as reacdes de degradacdo
decorrentes das condi¢des adversas ao longo do trato gastrointestinal (e.g. pH,
sistemas enzimaticos);

Reduzir ou eliminar efeitos adversos provocados por algumas substancias a
encapsular (e.g. irritacdo gdstrica provocada pelos anti-inflamatérios nao
esterdides);

Separacdo de materiais reativos;

Diminuic¢do da toxicidade do composto bioativo;

Controlar a biodisponibilidade;

Diminuir a volatilidade, impedindo a perda de substancias;

Aumentar o tempo de conservagao;

Proteger as substincias dos agentes atmosféricos (luz, umidade, calor e

oxigénio) (DEPYPERE et al., 2003; TRINDADE et al., 2008).

A encapsulagdo € descrita como uma técnica em que um composto bioativo é

encapsulado por um biopolimero, que o protege do oxigénio, 4gua ou outras condi¢des para

melhorar sua estabilidade (SAENZ et al., 2009).
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Ela representa uma alternativa de protecdo contra a oxidagdo lipidica uma vez que
a matriz polimérica do material de parede forma uma barreira e limita o transporte de
oxigénio e, consequentemente, as reagdes de oxidacdo (CARNEIRO et al., 2013).

Existem diversos métodos de encapsulagdo, sdo métodos fisicos, quimicos e
fisico-quimicos. O método fisico tradicionalmente mais utilizado € o spray dryer. O método
spray drying é um dos mais antigos métodos de encapsulacdo, tendo sido originalmente
utilizado, na década de 30, para preparar os primeiros compostos contendo sabores
encapsulados, usando como agente encapsulante a goma acédcia (WILSON e SHAH, 2007).

Um dos objetivos da encapsulacio € o de proporcionar uma barreira fisica entre a
bioativo/revestimento e o meio externo. Como frequentemente o bioativo € afetado pela
presenca de oxigénio, luz, umidade, pH, entre outros, assim outros objetivos sdo aumentar a
biodisponibilidade e mascarar indesejavel qualidade sensorial que ele possa ter (SALDANA,
2015).

A diferenca entre encapsulacdo, microencapsulacdo e nanoencapsulacdo estd no
tamanho da cédpsula. A microencapsulacdo pode ser considerada como um método alternativo
para aumentar a estabilidade de compostos bioativos em condi¢des ambientais adversas, tais
como armazenamento € processamento, € para preservar a sua atividade antioxidante. Esta
técnica tem sido utilizada para encapsulacdo de diversos produtos como 6leos, flavorizantes,
extratos de plantas, enzimas, entre outros (SOUZA et al., 2014).

A aplicacdo da técnica do spray drying para a micro/nanoencapsulacdo envolve
quatro etapas: preparo, homogeneizacdo e aspersao de uma solugdo, seguida da desidratagcdo
da solugdo atomizada (secagem) (CARMO, FERNANDES E BORGES, 2015).

A operacgdo de secagem em spray dryer (Figura 2) estd baseada em quatros fases:
1. Atomizacao do liquido; 2. Contato do liquido atomizado com o ar quente; 3. Evaporacdo da
agua e 4. Separacao do produto em p6 do ar de secagem. O sistema € composto de um método
de transformacao do liquido em uma névoa, um aquecedor ou fonte de ar quente, uma camara
de mistura da névoa com o ar e um método de recuperar ou reter os sélidos secos a partir da
corrente de ar (ROSA; TSUKADA e FREITAS, 20006).

Rosa, Tsukada e Freitas (2006), explicam que dada sua versatilidade e o pequeno
tempo de residéncia dos produtos na camara de secagem, tornou-se o principal equipamento
para a secagem de materiais que apresentam sensibilidade ao calor, como alimentos e
materiais de origem bioldgica. Dentre estes: extratos e produtos oriundos de plantas, corantes,

microrganismos, produtos com leveduras, enzimas e proteinas. Outro campo onde a
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atomizacdo tem adquirido destaque recentemente € na micro/nanoencapsulacio de
substancias.

O spray drying tem sido muito utilizado em processos que envolvem
micro/nanoencapsulacao devido a sua facilidade de operacdo e boa relagdo custo beneficio
(FERNANDES, BORGESA, BOTREL, 2014; CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

A secagem por pulverizagdo apresenta a vantagem de poder utilizar compostos ativos
lipossoluveis e hidrossoliveis, com eficiéncia de 70% e 85% e produz microcdpsulas de boa

qualidade (FUCHS et al., 2006).

Figura 2 — Esquema geral de funcionamento do spray dryer
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Fonte: Carmo, Fernandes e Borges (2015).

O material ativo é emulsificado com o material encapsulante e a emulsdo € entdo
bombeada e dispersa em forma de goticulas (spray), por meio de bicos atomizadores. Estas,
por sua vez, seguem para uma camara de secagem com fluxo de ar aquecido e, a medida que
sao langadas, elas tomam forma esférica e, em contato com ar quente, a dgua se evapora
rapidamente da cédpsula, originando particulas sélidas e secas. A alta relacdo drea de
superficie/volume das particulas promove rapida evaporagdo da dgua, ou seja, na camera de
secagem, a grande area de contorno entre ar de secagem e a superficie das gotas permite a
utilizacdo de altas temperaturas para secagem do solvente, mantendo baixa a temperatura de
gota. No fim do processo, j4 no separador, o ar sai do sistema por um lado do ciclone,
enquanto o produto final sai pelo outro lado e pode ser recolhido por um recipiente coletor

acoplado ao equipamento (PHISUT, 2012).



39

O processo de secagem por pulverizacdo é econdmico e flexivel, usa equipamento
que estd prontamente disponivel, e produz particulas de p6é de boa qualidade (FERNANDES,
BORGESA e BOTREL, 2014).

Cam, Icyer e Erdogan (2014) estudaram os efeitos das condigdes no
microencapsulamento de compostos fendlicos da casca de roma e os resultados indicam uma
temperatura de entrada de ar 6tima de 160 °C.

A solugdo preparada para posteriormente passar pelo spray dryer também
desempenha um papel importante na qualidade do p6 obtido ao final do processo. Pode-se
citar como parametros a considerar nessa etapa a concentragdo de sélidos totais, viscosidade,
estabilidade e tamanho da goticula (CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

As caracteristicas do p6 produzido dependem principalmente das varidveis
operacionais do secador (temperaturas de entrada e saida do ar do secador), da composi¢ao do
produto, da concentracdo de solidos presentes no material; velocidade de alimentagcdo e
também do tipo de adjuvante utilizado na formulacio (OLIVEIRA, FIGUEIREDO e
QUEIROZ, 2006).

Entre os diferentes métodos, o secador por atomizacao (Spray dryer), € o método
de secagem mais comum usado na inddstria alimenticia por ser econdmico, flexivel e
continuo (DEL-VALLE, 2004). E bastante utilizado para micro/nanoencapsulacio de
ingredientes (ARARUNA et al., 2013; BOTREL et al., 2014; HIJO et al., 2015). E tem sido
empregado para encapsular sucos de frutos (BORGES et al.2003; OLIVEIRA et al., 2007;
SILVA etal., 2013).

A micro/nanoencapsulagdo € descrita como um técnica em que um composto
bioativo € encapsulada por um biopolimero, protegendo-o assim de oxigénio, 4gua ou outras
condi¢des para melhorar a sua estabilidade, sendo utilizado diferentes tipos de agentes de
encapsulacdo que incluem polissacédridos (amidos, maltodextrinas, xaropes de milho e goma
ardbica), lipidios (4cido estedrico, mono e diglicéridos), e proteinas (gelatina, caseina, soro de
leite, soja e trigo). As maltodextrinas sao obtidos por hidrélise 4cida de vérios amidos (milho,
batata ou outros). Em geral, maltodextrinas tem alta solubilidade em dgua, baixa viscosidade,
e sdo extensivamente utilizado na industria alimentar (SAENZ et al., 2009).

A tecnologia de micro/nanoencapsulagcdo de bioativos pouco soliveis em dgua tem
atraido grande atencdo na inddstria alimentar para diversas aplica¢cdes como protecdo da
bioatividade e sua liberacao controlada para melhorar a biodisponibilidade. A encapsulacdo de

polifendis ultrapassam os inconvenientes da sua instabilidade, podem aliviar sabores ou
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aromas desagradaveis, bem como melhorar a vida de prateleira do composto in vivo e in vitro.

(SARI et al., 2015).

A eficiéncia de encapsulacdo e a morfologia das particulas sdo discutidas por
Saldafa (2015) que relatam depender do tipo de bioativos, revestimentos, a sua interacio e
parametros de processamento (por exemplo temperatura, pressdo, o uso de co-solvente, taxa
de fluxo, bocal de ID/comprimento, revestimento/relacdo de solvente, bioativo/relagdo de
solvente, etc). A maioria das metodologias atualmente utilizadas para bioativos avaliam
encapsulamento de trés a oito parametros de processamento, andlise de dados é uma
comparac¢do desafiadora.
A micro/nanoencapsulacdo pode manter a bioatividade de compostos bioativos
(ROSA et al., 2013). No entanto, o grau de protecdo fornecida pela micro/nanoencapsulacio é

determinado pela escolha do método de encapsulacao.

3.6 Material de parede

O material da parede é proveniente de compostos que criam uma rede cuja
principal finalidade € a protecio do material do nudcleo. Esses compostos geralmente sdo
protetores hidrofilicos e/ou grupos hidrofobicos, cuja selegao depende do material do nucleo e
as caracteristicas desejadas das microcdpsulas, tais como, a natureza e a estabilidade do
material a ser encapsulado (CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

Vérios revestimentos tém sido usados para encapsular diferentes tipos de
bioativos. No entanto, eles devem ser biodegraddveis e estdveis para evitar a reacdo com o
bioativo € manter a estrutura bioativa, melhorar a sua funcionalidade durante o processamento
e armazenagem em condi¢Oes diferentes. O tipo de revestimento afeta a eficiéncia de
encapsulacio, bem como a sua morfologia final. Os revestimentos podem ser selecionados a
partir de base bioldgica (carboidratos, lipidios e proteinas) e sintéticos (polimeros e
copolimeros) (SALDANA, 2015).

A microcédpsula consiste em uma camada de um agente encapsulante, geralmente
um composto polimérico que atua como um filme protetor, isolando a substincia ativa
(goticulas liquidas, particulas sélidas ou material gasoso) e evitando o efeito de sua exposicao
inadequada. Essa membrana se desfaz sob estimulo especifico (CARMO, FERNANDES E
BORGES, 2015).

O revestimento em contato com os alimentos devem ser geralmente reconhecido

como seguro (GRAS) para consumo humano. Portanto, o processo deve ser projetado para
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atender os requisitos de seguranca (SALDANA, 2015).

A selecdo do material de parede depende do nucleo, da barreira de oxigénio
desejada, e a qualidade sensorial do produto final para a alta eficiéncia da encapsulagdo, para
promover a estabilidade do bioativo durante o armazenamento. Os revestimentos podem ser
compostos por um unico material ou de uma combinagdo de mais de um material. Os
materiais de revestimento tradicionalmente utilizados para particulas sdo hidratos de carbono
(amilose, amilopectina, dextrina, maltodextrina, polidextrose, xarope, goma, quitosana,
galactomanana, pectina, goma ardbica, xantano, carragenano, alginatos, e celulose
modificada), proteinas (Zeina, hordeina, soro de leite, soja, caseinato de sédio e gelatina), e
lipidios (triestearina e ceras) (SALDANA, 2015).

As caracteristicas do polimero encapsulante sdo: ser capaz de formar um filme
coesivo com o material a ser encapsulado, ser quimicamente compativel, ndo reagir com o
nicleo e oferecer propriedades desejdveis de revestimento, tais como, resisténcia,
flexibilidade, impermeabilidade e estabilidade (CARMO, FERNANDES e BORGES, 2015).

Para Carmo, Fernandes e Borges (2015), uma das principais dreas da pesquisa
atual na drea de micro/nanoencapsulacio € a identificacdo de elementos estruturais
apropriados e métodos de producdo para a elaboracdo de particulas biopoliméricas de grau
alimenticio. Os carboidratos, as proteinas do leite e os novos biopolimeros emergentes
constituem as trés principais classes de materiais de parede disponiveis e adequados para a
micro/nanoencapsulagdo por spray drying, sendo a goma arabica a mais utilizada.

Um numero vasto de agentes encapsulantes vem sendo utilizados na protegdo de
compostos bioativos. Os materiais de parede também sdo conhecidos como transportadores ou
agentes de encapsulacdo e podem apresentar diferentes origens como natural, sintética ou
semi-sintética. Os agentes carreadores de elevado peso molecular, normalmente utilizados na
secagem por pulverizacdo incluem maltodextrina e goma arabica (Figura 3), principalmente
por causa de sua elevada solubilidade e baixa viscosidade na mudanga do material de

alimentacdo (BHUSARI; KHALID; PRADYUMAN, 2014).
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Figura 3 — Estrutura quimica da maltodextrina(1) e goma ardbica (2)
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Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki (2017).

Polimeros, tais como goma ardbica e maltodextrina tém sido utilizados em estudos
anteriores (SU et al., 2008; KHAZAEI et al., 2014; CHRANIOTI et al., 2015; OUTUKI et
al., 2016) para encapsular extratos fendlicos obtidos a partir de fontes naturais.

Entre todas as gomas usadas na encapsulagcdo, a goma ardbica destaca-se devido
as suas excelentes propriedades de emulsificacdo e, portanto, tem sido amplamente utilizada
(DICKINSON, 2003). Para aumentar a efetividade do encapsulamento, sdo sugeridas misturas
entre diferentes agentes encapsulantes (RE 1998; FERNANDES et al., 2008; BAE; LEE,
2008), como por exemplo a mistura de goma arabica (exsudato extraido do tronco e ramos de
espécies de Acdcia) e maltodextrina (um amido modificado, obtido a partir da conversao do
amido). As caracteristicas de excelente emulsificacdo e retencdo de volateis inerentes a goma
ardbica, somadas a baixa viscosidade, baixo custo e alto poder de protec@o contra oxidacdo da
maltodextrina, tornam essa mistura uma G6tima escolha para material de parede na produgdo de
micro ou nanoparticulas (BUFFO et al., 2001; FERNANDES et al., 2008).

Fernades, Borgesa e Botrel (2014) salientam que embora a goma ardbica seja
considerada um excelente material de parede, varios problemas estdo associados ao uso deste
material para micro/nanoencapsulagdo, incluindo seu alto custo e sua oferta limitada.

Segundo Azeredo (2005), Fernandes et al. (2008) e Servat (2010), uma mistura
em igual proporcido de goma ardbica e maltodextrina, usada como materiais encapsulante, foi
bastante eficiente para microencapsulacdo de ativos naturais. Barbosa et al.(2005)
encapsularam o pigmento bixina com goma ardbica e maltodextrina e secaram em Spray dryer

e observaram que a goma ardbica proporcionou uma maior retencao do pigmento.
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A goma arédbica é um ingrediente versatil usado em sistemas alimentares devido a
sua flexibilidade molecular, contendo fun¢gdes de emulsificacio, encapsulacdo, estabilizacdo,
formacao de pelicula dentre outras.

As maltodextrinas de diferentes equivalentes de dextrose sdo os polissacarideos
mais comumente utilizados para micro/nanoencapsulacdo. As maltodextrinas sdo obtidas por
hidrdlise acida de varios amidos (milho, batata ou outros). Em geral, as maltodextrinas tém
elevada solubilidade em 4gua, baixa viscosidade e sabor formam solucdes incolores e sdao
extensivamente utilizados na industria alimentar (SAENZ et al.2009).

Uma vez que um unico agente de encapsulacdo pode ndo possuir todas as
propriedades ideais do material de parede, tem-se concentrado em misturas de carboidratos,
gomas, proteinas, além de novos biopolimeros emergentes somado aos estudos dos
parametros operacionais do processo de secagem (CARMO, FERNANDES e BORGES,
2015).

Fernandes, Borgesa e Botrel (2014) estudaram os efeitos da goma ardbica, amido
modificado, maltodextrina e inulina como material de parede e como interferiam nas
propriedades das microparticulas, tais como retencdo de Oleo essencial de alecrim,
estabilidade do produto, retencdo de volateis e morfologia e tamanho dos pds.

Os polifendis sdo uma parte essencial da dieta didria. Contudo, seu sabor amargo e
adstringente desagraddvel precisa ser mascarado especialmente em altas concentracdes, antes
da incorporagdao em produtos alimentares. Consequentemente, mecanismos de prote¢do sao
necessarios para manter a atividade antes do consumo, permitindo eficiente e especifico uso
pelo organismo. A encapsulacdio também pode controlar a liberacio de aroma/sabor e
melhorar a estabilidade durante o processamento e o consumo, fortificar alimentos com
vitaminas, esterdis, resveratrol, péptidios bioativos, € misturas com sais minerais (Fe, Ca, etc)
(SALDANA, 2015).

A encapsulacdo € um método promissor para: primeiro, proteger bioativos, tais
como os 6leos ricos em lipideos poli-insaturados, 4cidos, vitaminas, péptidos, antioxidantes,
minerais entre outros contra reagdes quimicas; segundo, mascarar qualidades sensoriais
desagradéveis; em terceiro lugar, evitar a evaporacao ou a migracdo através do alimento; em
quarto lugar, proporcionar estabilidade durante o processamento; quinto, auxiliar na libertagao

controlada; e sexto, aumentar a vida de prateleira (SALDANA, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A matéria-prima, subproduto do processamento da polpa de acerola (Malpighia
punicifolia, Malpighia emarginata, Malpighia biflora, Malpighia glabra L. e Malpighia
retusa) foi proveniente de uma industria processadora de frutos localizada em Tiangud/Ceara.
Os frutos utilizados para o processamento foram provenientes de plantio organico com
certificagdo BMgL.O-01-101 e registro de produto organico no MAPA CE-06588 000015-8,
apresentando status de regulamentac¢do no Mercado Brasileiro, Europeu e Americano.

A polpa e seus subprodutos foram fornecidos em trés diferentes lotes para cada
tipo de amostra a ser estudada, provenientes do ano de 2014, com frutos colhidos e
processados nos meses de Margo, Julho e Outubro de acordo com a disponibilidade da
industria.

Foram utilizados subprodutos de duas etapas distintas ao longo do processamento,
um apos o despolpamento e o outro apds a passagem pelo filtro rotativo. A Figura 4 descreve
0 processo para a extragdo da polpa, sendo um procedimento padrdo da industria, garantindo
assim a qualidade do processamento e os rigorosos padroes higiénico-sanitarios certificados
pelos Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), American Institute of Baking (AIB), Certificado Kosher (termo usado para
descrever o alimento permitido de acordo com as leis alimentares judaicas), Certificado Halal
(Permissao de acordo com as leis alimentares drabes), que sdo programas atualmente
implantados e em funcionamento.

Culturas puras de Escherichia coli ATCC 25922 e Listeria monocytogenes ATCC
19115, bem como os meios para os testes microbiologicos, BOD (Biochemical Oxygen
Demand), dgar tripticase de soja (TSA), dgar com tripticase de soja e extrato de levedura
(TSA-YE), caldo BHI (Agar de Infusio de Cérebro-Coragio) e caldo TSB (Peptona Caseina

de Soja), para avaliacdo da atividade antimicrobiana.
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Figura 4 - Fluxograma do processamento da polpa de acerola
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Fonte: Empresa processadora da Matéria-Prima.

As amostras obtidas foram acondicionados em embalagens de polietileno fechadas
e protegidas da luz, sob congelamento, até o momento das anélises.
Foram utilizados para a formulacdo do material encapsulado: Goma Arédbica (GA)

(VETEC); Maltodextrina (M) (SIGMA-ALDRICH) e Tween 40 (TW) (SIGMA-ALDRICH).
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4.2 Planejamento Experimental

O projeto foi dividido em cinco etapas distintas, apresentadas na Figura 5 e

descritas posteriormente.

Figura 5- Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa
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Fonte: A Autora (2017).

4.2.1 Etapa 1: Caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica da polpa e subprodutos da

acerola

Os subprodutos (despolpadeira e filtro rotativo) foram inicialmente liofilizados
para posterior utilizacdo nas andlises.

Esta etapa teve por objetivo principal caracterizar a polpa e subprodutos da
acerola. A caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica foi realizada através de andlises de
pH (IAL, 2008), cor (L*, a*, b*), s6lidos soldveis (°Brix) (IAL, 2008), acidez tituldvel (IAL,
2008), actucares totais e redutores (MILLER, 1959).
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4.2.2 Etapa 2: Quantificacao de compostos bioativos da polpa e subprodutos da acerola

Para a quantificacdo dos compostos bioativos, foi elaborado um extrato para cada
amostra a ser analisada. Inicialmente o subproduto da acerola, composto por pelicula,
sementes e fibras foi liofilizado (Christ beta 1-8 LD-plus) a -37,0 °C sob viacuo e moido
(Liquidificador Industrial VITALEX modelo L102).

Para a obtencdo dos extratos, fez-se op¢cdo por duas extracdes, uma em dgua
destilada e outra em solugao etandlica 50%, método otimizado por Moreira (2014) e Carvalho
(2014), ja que apresentaram bons resultados para vitamina C, polifendis extraiveis totais e
capacidade antioxidante, utilizando a concentracdo de 0,25g/mL. Pesou-se 1g de cada
subproduto e solubilizou-se em 4mL de &4gua destilada ou solucdo etandlica 50%.
Homogeneizou-se a 15000 rpm em Ultra Turrax (IKA T18 Basic) por 3 min., posteriormente
centrifugou-se (ROTINA 380/380R) a 10000 rpm a 20°C por 10 min. sendo o sobrenadante
filtrado e utilizado para caracterizacdo e demais etapas do projeto.

Para a avaliacdo das propriedades bioativas, as amostras foram submetidas as
andlises de vitamina C (IAL. 2008), compostos fenodlicos totais (LARRAURI; RUPEREZ e
SAURA-CALIXTO, 1997), carotendides totais, antocianinas (NAGATA e YAMASHYITA,
1992), flavonéides amarelos (FRANCIS, 1982) e atividade antioxidante total (ABTS®") (RE
et al. , 1999; RUFINO et al., 2007), conforme descrito no item 3.3.1.

4.2.3 Etapa 3: Formulacdo das nanoparticulas utilizando os extratos dos subprodutos do

processamento da polpa de acerola

Esta etapa tem como objetivo elaborar e caracterizar as nanoparticulas produzidas
com os subprodutos de acerola, visando sua aplicabilidade em alimentos. As formulacdes
foram preparadas com variagdes na quantidade de goma ardbica e maltodextrina a fim de
estudar a melhor concentragdo do material de parede que promovesse a preservacao mais
eficiente dos compostos bioativos presentes no extrato de subprodutos de acerola.

As formulagdes de nanoparticulas foram caracterizadas quimica, fisico-quimica e

fisicamente.

4.2.3.1 Preparagdo das formulacoes

Para o preparo da matriz utilizada na nanoencapsulagdo, inicialmente foi realizado
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a solubilizacdo da Goma Arédbica em dgua destilada utilizando agitacio e temperatura méxima
de 50°C. A maltodextrina foi entdo solubilizada em dgua destilada e adicionada a solucao de
Goma Arébica, sendo finalmente adicionado, sob gotejamento e agitacdo, a solu¢do aquosa de
Tween 40, com valor fixo para todas as formulagdes de 0,01g solubilizada em 10ml, e o
extrato do subproduto liofilizado da acerola. Apds ser aferido no volume de 100 mL, a
solucdo foi homogeneizada no Ultra Turrax por 2 min. utilizando uma rotagcao de 11.000 rpm,
sendo submetida posteriormente a secagem através de spray dryer. O extrato utilizado para o
preparo das formulacdes foi o mesmo utilizado na caracterizacio do subproduto da
despolpadeira, 25g/ml. Os pardmetros utilizados no spray dryer para a atomizacdo do material
foram: temperatura do ar de entrada de 165°C, taxa de aspiracdo de 90%, taxa da bomba 10%,
sem parada para limpeza do bico injetor (BUCHI MINI SPRAY DRYER B-290).

O planejamento experimental esta apresentado na Tabela 1. Os efeitos das variagdes
das quantidades de Goma Arédbica (Amostras A, B, C), de Maltodextrina (Amostra D em
relacdo a A) e do Extrato (Amostra E em relacdo A) foram estudados. As amostras F e G
correspondem a formulagdes contendo somente Goma Ardbica e extrato em concentracdes

diferentes, todas para um volume final de 100 mL.

Tabela 1 — Planejamento Experimental

Nanoparticula Goma Arabica Maltodextrina Extrato de subprodutos
GA(g) MA(g) de acerola EXT(g)
A(1:1:1) 0,25 0,25 1,75
B (2:1:1) 0,50 0,25 1,75
C (3:1:1) 0,75 0,25 1,75
D (1:2:1) 0,25 0,50 1,75
E (1:1:2) 0,25 0,25 2,5
F (2:0:1) 0,50 0,0 1,75
G (2:0:2) 0,50 0,0 2,5

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

As nanoparticulas obtidas no planejamento experimental foram submetidas as
andlises de Rendimento (JUN-XIA et al., 2011), tamanho de particulas, potencial zeta,
infravermelho, eficiéncia de encapsulamento (ALISHAHI et al., 2011), dopagem (PAULA et
al., 2010), vitamina C (IAL, 2008), polifenodis extraiveis totais (LARRAURI; RUPEREZ e
SAURA-CALIXTO, 1997) e atividade antioxidante (RE et al. , 1999; RUFINO et al., 2007).

Para o encapsulamento utilizou-se a emulsdo como método de preparagdo com

posterior secagem desta emulsdo em spray dryer para a formulagdo das nanoparticulas.
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Apo6s encapsulamento em Spray Dryer todas as formulagdes foram analisadas e
quantificadas quanto ao seu contetido de Vitamina C, Polifendis Extraiveis Totais e
Capacidade Antioxidante com o intuito de comparar as formula¢des identificando o efeito que
o material de parede tem na retengdo desses compostos, determinar eficiéncia de
encapsulamento e dopagem do principio ativo e por fim a indica¢do da melhor formulagdo.

O uso da goma ardbica e da maltodextrina como material de parede para as
formulacdes, se deu devido a biocompatibilidade com elevada solubilidade e baixa
viscosidade sem serem toxicas, esta combinacdo foi estudade e comprovada por Tolun,

Altintas e Artik (2016).

4.2.4 Etapa 4: Definicdo e estudo das melhores formulacoes: alividade antimicrobiana e

estabilidade acelerada

A partir dos resultados da caracterizagdo da etapa anterior foram selecionadas as
melhores formulagdes com relagdo ao contetdo de vitamina C, polifendis extraiveis totais e a
atividade antioxidante para determinagdo da atividade antimicrobiana relacionada a
microrganismos patogénicos e sua estabilidade ao longo do tempo.

Foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bacteriana minima (CBM) para Listeria monocytogenes ATCC 19115e E coli ATCC 25922
(BRANEN e DAVIDSON, 2004 ¢ BRANDT et al., 2010) e a analise de Vida de Prateleira
através de um ensaio de estabilidade acelerada (SAENZ et al., 2009).

4.2.5 Etapa 5: Adicdo de nanoparticulas em néctar de acerola

Nesta etapa foi formulado um néctar de acerola adicionado de nanoparticulas
contendo extrato do subproduto do processamento da polpa de acerola, 0,5mg de
nanoparticula/ml de néctar (RUIZ-RICO et al., 2017). O néctar foi desenvolvido de acordo
com a Instrucdo Normativa n°12/2003 e submetido a avaliagdo da bioacessibilidade in vitro

dos compostos bioativos.

4.3 Descricao das metodologias utilizadas

As metodologias para as andlises fisicas, quimicos e fisico-quimicas e de

componentes bioativos estdo descritas a seguir. Todas as andlises foram realizadas em
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triplicata.

4.3.1 Determinacaes fisicas, quimicos e fisico-quimicas e compostos bioativos

4.3.1.1 pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potenciometro de marca
JENWAY 3505 pHMeter, calibrado com solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0, conforme IAL
(2008).

4.3.1.2 Solidos solaveis (SS)

As determinacgdes dos sélidos soldveis (SS) foram feitas em refratdmetro digital
(ATAGO PR-1010) com escala de 0 a 45 °Brix, através de leitura direta para as amostras e
apos filtracdo, em papel de filtro qualitativo, para os subprodutos. Os resultados foram

expressos em °Brix, de acordo com IAL (2008).

4.3.1.3 Atividade de 4gua (Aa)

A atividade de 4gua foi determinada por medida direta da amostra a 25 °C em
equipamento digital de medidor de atividade de agua portitil AQUALAB-4TE, ap0s

estabilizacdo da leitura, conforme metodologia do IAL (2008).

4.3.1.4 Acidez total titulavel (ATT)

Para determinagdo da acidez total tituldvel (ATT), inicialmente, foram pesados
cerca de 1,0 g de polpa e 0,5g de subproduto, sendo adicionados 50mL de dgua destilada e
adicionadas 2 a 3 gotas de fenolftaleina. Em seguida, foi feita a titulagdo com solugdo de
NaOH 0,1 M até mudanca de cor para réseo claro. Os resultados foram expressos em

percentagem de 4cido citrico, segundo metodologia descrita pelo TAL (2008).

4.3.1.5 Acucares redutores (AR) e Actcares totais (AT)

Os acucares redutores foram determinados através da técnica que utiliza o
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reagente DNS (4dcido 3,5-dinitrosalicilico), conforme metodologia descrita por Miller (1959).
O extrato foi obtido a partir da diluicio de 5g de amostra polpa e 1g para amostras do
subproduto em 40 mL de dgua destilada. Apds esse procedimento, a mistura foi submetida a
tratamento térmico em banho-maria a temperatura de 60 a 70 °C/5 minutos. As amostras
foram transferidas individualmente para baldao volumétrico de 100 mL, o qual foi aferido com
dgua destilada, sendo realizada homogeneizacao e filtracdo em papel de filtro qualitativo. Em
tubos de ensaio, uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi tomada e adicionado 1 mL do reagente
DNS, seguido de agitacdo, aquecimento em banho-maria a 100 °C/5 minutos e imediato
resfriamento em banho de gelo. Foi adicionado a cada tubo 7,5 mL de 4gua destilada e a
leitura foi realizada em espectofotometro de marca SHIMADZU, modelo UV-1800, no
comprimento de onda de 540 nm, sendo obtida a absorbancia para cada amostra, a qual foi
inserida em curva padrdo de glicose, obtendo-se a concentracdo de acgucar. A partir das
concentracdes obtidas foram determinados os teores percentuais de acucares redutores,

calculados através da equacao:

% Acgucares redutores = concentragdo / (volume aliquota x peso da amostra x 100)

Para os actcares totais, foi inicialmente realizada uma inversio 4cida a partir do
extrato de acucar redutor. Foram adicionados, para cada amostra, 2 mL de 4cido cloridrico em
25 mL do extrato de agucar redutor, que foi submetido a banho-maria entre 70 a 80 °C/30
minutos, seguido de imediato resfriamento em banho de gelo. Em seguida, a solugdo foi
neutralizada utilizando NaOH 20%, com auxilio de papel de pH, tendo como padrao H,O. A
amostra foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL, o qual foi aferido com &dgua
destilada, obtendo-se o extrato de agucar total. Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL
do extrato, 1 mL do reagente DNS, seguido de agitacdo e aquecimento em banho-maria a 100
°C/5 minutos e imediato resfriamento em banho de gelo. Foi adicionado a cada tubo 7,5 mL
de 4gua destilada e a leitura foi realizada em espectrofotometro de marca SHIMADZU,
modelo UV-1800, no comprimento de onda de 540 nm, sendo obtida a absorbéancia para cada
amostra, que foi inserida em uma curva padrdo de glicose, obtendo-se a concentragdo de
acucar. As concentragdes obtidas foram utilizadas para determinagdo dos teores percentuais de

acucar total, através da equacao 1:

% Acucares totais = Concentracdo / (volume da aliquota x peso da amostra x 50) (Eq.1)
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4.3.1.6 Vitamina C

O conteddo de dcido ascérbico foi determinado através do método titulométrico
com lodato de Potdssio, baseado na oxidagcao do acido ascoérbico pelo iodato de potédssio. O
acido ascorbico consegue reduzir o iodo a iodeto. Neste método utiliza-se o carater redutor do
acido ascorbico para quantificar através da reacdo, em meio dcido, com o iodo. Uma solucdo
de iodato, de concentracdo conhecida, é adicionada a solucdo contendo a amostra e o iodeto,
desencadeando uma reag¢ao que quando todo dcido tiver sido consumido, o iodo permanece na
solucdo, conferindo-lhe uma coloracdo acastanhada. Este € o ponto final da titulagdo. Os
resultados foram expressos em mg/100g de acido ascoérbico (IAL, 2008).

Homogeneinou-se a amostra e pesou-se 1g de polpa de acerola em 9 ml de dgua
destilada, ou 50mg de nanoparticula em 10 ml de dgua destilada, todas apresentando volume
final de 10 mL. Transfiriu-se a mistura para um frasco Erlenmeyer de 250 mL com auxilio de
aproximadamente 75 mL de dgua. Adicionou-se 2,5 mL de solucdo de iodeto de potdssio, 2,5
mL da soluc¢do 4cido cloridrico e 0,5 mL de solu¢do de amido. Titulou-se com solucdo de
1odato de potassio até coloracao azul escuro. O célculo se deu de acordo com a equacao?2.

Calculo 100 x V x F = vitamina C mg por cento m/m (Eq.2)
P
V = volume de iodato gasto na titulacao

F = 8,806 ou 0,8806, respectivamente para KIO3 0,02 M ou 0,002 M

P =n° de g da amostra

4.3.1.7 Equivalente de -caroteno

Os teores de B-caroteno foram obtidos de acordo com metodologia descrita por Nagata
e Yamashita (1992). Em um tubo de ensaio de 25 mL foram pesados 1g de polpa ou residuo
de fruta, sendo adicionado ao mesmo 10 mL de uma solucdo extratora contendo
acetona:hexano (4:6), submetido entdo a agitacdo por 1 minuto. Apds agitagcdo, a solucao foi
filtrada com auxilio de papel de filtro e transferida imediatamente para outro tubo de ensaio,
sendo submetida a leitura em espectofotdmetro nos comprimentos de onda de 453nm, 505nm,
645nm e 663nm. O resultado foi expresso em png equivalente de B-caroteno/100g de amostra.

Os resultados foram expressos em ug/100g de amostra através da equacdo 3: (-
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 B -caroteno, onde ax = absorbancia no
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comprimento x de onda.
4.3.1.8 Antocianinas totais

Foram determinadas segundo a metodologia descrita por Francis (1982). No
procedimento 1g da amostra foi homogeneizado com solucdo extratora (HCl 1,5 Molar e
etanol 85%) para sua extracdo. As amostras foram homogeneizadas e o contedido transferido
para um baldo volumétrico de 50 mL ao abrigo da luz, o qual foi aferido com a solugdo
extratora, homogeneizado e transferido para frasco ambar. O sistema foi submetido a 13 horas
de repouso sob refrigeracdo e na auséncia de luz. Apds esse periodo o extrato foi filtrado e
submetido a leitura em espectofotdmetro de marca SHIMADZU, modelo UV-1800 a 535 nm.

Os resultados foram expressos em mg.100 mL" e calculados através da equagao 4:
Antocianinas totais (mg.100 mL‘l) = (absorbancia x dilui¢dao x 100) / peso x 98,2. (Eq. 4)
4.3.1.9 Polifendis extraiveis totais

Os polifendis extraiveis totais foram determinados através de metodologia que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, utilizando &cido gédlico como padrdo, conforme
metodologia descrita por Larrauri; Rupérez e Saura-Calixto (1997). A extragdo foi realizada
usando 5g de polpa, em seguida foram adicionados 20 mL de soluc¢do de etanol 50% (primeira
solucdo extratora). A mistura obtida foi homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora para
extracdo, protegida da luz. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 15
minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi filtrado e colocado em um balao de
50 mL protegido da luz. Ao precipitado foram adicionados 20 mL de uma solucdo de acetona
70% (segunda solugdo extratora), ficando em repouso por mais 1 hora, protegido da luz. Em
seguida a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos. O segundo sobrenadante
obtido foi misturado ao primeiro no mesmo baldo de 50 mL, o qual foi aferido com 4dgua
destilada, obtendo-se assim o extrato para determinacdo dos polifendis extraiveis totais e
atividade antioxidante. Em tubos de ensaios foram adicionadas aliquotas variando de 30uL
dos extratos (dependendo da polpa ou formulacao analisada) e adicionada dgua destilada para
completar o volume de 0,5 mL. Foram entdo adicionados 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu
(1:3), 1,0 mL de NaCO;3 e 1,0 mL de dgua destilada. Os tubos de ensaio foram agitados em

agitador vortex para homogeneizagdo e deixados em repouso fora do alcance da luz, por 30
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minutos. Decorrido o tempo, a leitura foi realizada em espectofotometro de marca
SHIMADZU, modelo UV-1800 a 700 nm, usando como referéncia a curva padrio de acido
gilico. Os resultados foram expressos em mg de dcido galico (AG).100 g de amostra.

Para os subprodutos a extracdo 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) em meio aquoso. Os pardmetros utilizados para a
extracdo foram estudados e otimizados por Carvalho (2014) e Moreira (2014) quanto a
velocidade de rota¢do do equipamento, tempo de extragdo, concentracdo e volume da solucio
extratora. Desta forma, foi utilizado os valores de 1g de subproduto para cada 4ml de dgua ou
solucdo etandlica 50%, sendo homogeneizado/desintegrado a 15.000rpm por 3 min. Apds 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

didametro de 12,5 cm, gramatura de 8Og/m3

e porosidade de 14 pm. Os extratos foram
acondicionados em frascos pldsticos escuros e armazenados a -18 °C até realizacdo das
andlises.

Os polifendis e a atividade antioxidante foram quantificados utilizando dois
extratos, um com extracdo em agua e outro com extracdo em solucdo etandlica 50%, de

acordo com os estudos de Moreira (2014) e Carvalho (2014).
4.3.1.10 Atividade antioxidante

A Atividade Antioxidante Total foi determinada através dos extratos descritos no
item 3.3.1.9, conforme metodologia descrita por Re et al.(1999) adaptada por Rufino et
al.(2007), cujo método baseia-se na habilidade dos antioxidantes, presentes no extrato da
fruta, de capturar o radical livre ABTS  [2,2’-azino-bis-(dcido 3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico)], o que provoca a descoloracdo da solucdo e, consequentemente, o decréscimo da
absorbancia, que é medida espectrofotometricamente a 734 nm. Foi utilizada uma curva
padrao da Solucdo padrao de Trolox 2 mM preparado com etanol absoluto utilizando
concentracgdes entre 100 e 2000 pM.

Em ambiente escuro, com as andlises realizadas em triplicata para cada
concentracdo, foram misturados 30 puL das solugdes de Trolox com 3 mL da solu¢do do
radical ABTS preparada. As absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro

(SHIMADZU UV-1800) a 734 nm, 6 minutos apoés a adicdo da solucdo do radical. A partir
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dessa curva foi obtida uma equacgdo, da qual calculou-se a absorbancia referente a 1000 uM
de Trolox.

Utilizando o extrato obtido (item 4.3.9.1.9), foram preparadas trés concentragdes:
polpa (30.000, 16.000 e 8.000mg/L) e nanoparticula (25.000, 16.667 e 8.333 mg/L). Seguindo
os mesmos procedimentos utilizados na determinacio da curva padrdo uma equacao linear 2,
também foi obtida. A AAT das amostras foi calculada substituindo na equagdo 2 a
absorbancia equivalente a 1000 uM de Trolox. Os resultados foram expressos como

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em pM Trolox/g de amostra.

4.3.1.11 Determinagdo da cor

Para a determinacdo da cor foi utilizado um colorimetro modelo
COLORQUEST/XE - HUNTERLAB, as amostras foram inseridas em quantidades suficientes
a laminas de vidro que se acoplam ao sensor do equipamento, calibrado para a cor branca. Os
resultados foram expressos de acordo com as coordenadas CIE lab que incluem as varidveis
L*, que indicam a luminosidade do produto, e que varia de claro a escuro; a*, que indica a
cromaticidade no eixo da cor, variando de verde ( - ) para vermelho ( + ); e b*, que indica a

cromaticidade no eixo da cor, variando de azul ( - ) para amarelo ( + ).
4.3.1.12 Rendimento do processo de liofilizacdo do subproduto (X)

Considerou-se que o rendimento do processo de secagem por liofilizacdo do
subproduto foi igual a massa seca de subproduto obtido sobre a massa umida inicial do

subproduto (Eq. 5), sendo ambas as massas na mesma unidade de medida(g ou Kg).

% X = Massa seca x 100 (Eq. 5)
Massa imida

4.3.2 Metodologias para avaliacoes microbiologicas

As avaliacdes microbioldgicas realizadas nas amostras selecionadas foram feitas

conforme metodologia recomendada pelo APHA (2001) e SILVA et al.(2001).
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4.3.2.1 Coliformes a 35°C e 45 °C

Para a andlise de coliformes, inicialmente foram selecionadas trés dilui¢oes
adequadas (10'1, 10% e 10"3) de cada amostra, as quais foram inoculadas em uma série de trés
tubos de caldo lactosado por dilui¢do, adicionando-se 1,0 mL da dilui¢do por tubo. Os tubos
de caldo lactosado foram incubados a 35 °C/24 horas. Apds o periodo de incubacdo, foram
obtidos os resultados com base na formacao de gés dentro dos tubos.

Havendo a presenca de gas nos tubos de Duhan, uma alcada bem carregada do
material de cada tubo de ensaio com producdo de gés foi transferida para um tubo contendo
caldo E.coli (EC), onde os mesmos foram incubados em banho-maria 45,5 °C/24 horas. A
producdo de gas dentro dos tubos indica contagem de coliformes a 45 °C, e nesse caso, 0s
resultados foram visualisados em uma tabela adequada de nimero mais provavel (NMP) e

expressos em NMP/g de amostra.

4.3.2.2 Listeria spp.

As amostras foram submetidas a andlise de Listeria spp. Cada amostra de foi
homogeneizada de acordo com o procedimento proposto por SILVA et al (2001). Foram
transferidas 25 g de cada amostra para 225 mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria
Tamponado (BLEB), previamente preparado e esterilizado, incubado em estufa bacterioldgica
a 30 °C/48 h.

Apés a incubacio, o indculo foi estriado por esgotamento no meio Agar Oxford
(OXA) e meio Agar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA), sendo incubado a 35 °C/24-48 h.
Decorrido o tempo de incubagdo, foram selecionadas pelo menos cinco coldnias tipicas de
ambas as placas, submetidas a realizacio de testes bioquimicos que compreenderdo: Catalase,
Gram, motilidade, hemdlise e testes de fermentacdo de carboidratos (Dextrose, Ramnose,

Xilose, Manitol e Maltose).

4.3.3 Caracterizagdo das nanoparticulas

4.3.3.1 Tamanho e distribui¢ao das nanoparticulas e potencial Zeta

O tamanho e distribuicio das particulas foram verificados utilizando um

analisador de tamanho de particulas Zetasizer Nano (modelo ZS 3600 Malvern), sendo a 4gua
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o meio dispersante e temperatura de 25°C. Os resultados foram mostrados em forma de

gréificos tendo o volume das cdpsulas como funcdo do tamanho das particulas. A anélise foi

realizada em triplicata. Foi utilizada a concentracao 10'3 g/mL.

As amostras foram diluidas em dgua destilada, sendo as solu¢des filtrados antes
de serem utilizados para evitar contaminacdo da amostra. A contaminacido por poeira é um
fator que interfere, pois a quantidade de luz espalhada aumenta com a quantidade de poeira na

dispersdo (ZETASIZER, 2005).
4.3.3.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR)

As nanoparticulas foram analisadas utilizando pastilha de KBr (brometo de
potassio para espectroscopia), utilizando o equipamento FT-IR 8300 (SHIMADZU) com

resolugdo de 4 cm™ e 10 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™.
4.3.3.3 Rendimento do processo de atomizacgdo (Y)

Quanto ao Rendimento (Y), este foi calculado com base no teor de sélidos do
material de parede (M1 = Goma Arébica, e M2 = Maltodextrina) e a quantidade de material
do nudcleo (N) usado para a encapsulagdo através do conteddo de sélidos soldveis, de acordo

com a Eq. (6) (Jun-Xia et al., 2011).

% Y = peso final das nanoparticulas x 100 (Eq. 6)
M1+ M2+ N)

4.3.3.4 Eficiéncia de Encapsulamento

Para o cdlculo da Eficiéncia de encapsulamento (EE) as formula¢des foram
solubilizadas em 4gua destilada nas concentra¢des de 25mg/mL para atividade antioxidante;
Img/mL para polifendis e Smg/mL para vitamina C, posteriormente agitada em Vortex por 2
min. A Eficiéncia de encapsulamento foi calculada usando a Eq. (7), em que representa Ct o
contetido do componente no extrato puro e Cs o conteido do componente na formulagdo

solubilizada (Alishahi et al., 2011).

% EE = Ct —Cs x 100 (Eq. 7)
Ct
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4.3.3.5 Dopagem

O célculo da Dopagem (D) foi calculado (Eq. 8) pela diferenca dos compostos
bioativos presentes apOs o processo de encapsulacao de cada formulagdo (Cb) pelo peso final

da nanoparticula (Pf) (mg). Os resultados foram expressos em porcentagem (%) (PAULA et

al., 2010).

% D = Cb x 100 (Eq. 8)
Pf

4.3.3.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os inéculos foram preparados conforme descrito a seguir: Cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 e Listeria monocytogenes ATCC 19115 foram cultivadas no meio Triptcase Soy
Agar (Difco, Sparks, USA) a 35°C durante 24 horas. Apés o periodo de incubacdo, coldnias
isoladas de aproximadamente 1 mm de ambos microrganismos foram transferidas para tubos
contendo SmL do caldo Triptcase de soya (Difco, Sparks, USA) e incubadas a 35°C durante
24 horas. Ao término do periodo de incubacdo, foram realizadas dilui¢des seriadas (107, 107 e
107) utilizando como diluente 9 mL de agua peptonada 0,1% (Difco, Sparks, USA) para cada
dilui¢do, obtendo-se dessa forma a suspensdo bacteriana de aproximadamente 10° UFC/mL.

O potencial antimicrobiano das amostras foi determinado através dos parametros de
concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdao bactericida minima (CBM), conforme
as metodologias descritas por Branen e Davidson (2004) e Brandt et al. (2010), com
adaptacOes. As concentragdes testadas foram de 40, 50, 55, 60, 75, 80 e 100 mg/mL sobre os
microrganismos patogénicos: Escherichia coli e Listeria monocytogenes. A CIM foi
determinada utilizando o método de microdiluigdo em placas (96 pogos, 300 pL de
capacidade / pogo (MicrotestTM, Becton Dickinson and Co.) e a distribuicdo dos pocos foi

realizada conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 - Distribui¢do dos pocos em placas de microdilui¢dao

Pocos Descricao
! Testes — Potencial antimicrobiano das  Suspensio bacteriana de
amostras aproximadamente 10° UFC/mL em caldo

TSB e solug@o antimicrobiana (amostras)

Controle - Solucdo antimicrobiana Caldo TSB, dgua destilada estéril e
solucdo antimicrobiana (amostras)

Controle positivo - Microrganismos  Suspensdo bacteriana de
estudados aproximadamente 10> UFC/mL em caldo
TSB e dgua destilada estéril

'As andlises foram realizadas em quadruplicada.
Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Ap6s a distribui¢cdo da placa, foi realizada a leitura da densidade 6ptica (D.O.) a 630
nm utilizando o leitor de absorbincia ELx 808 (BioTek instruments), Inc. Winooski, VT,
EUA, no tempo imediato apds a distribuicdo (Tp) e apds a incubagdo a 35°C por um periodo
de 24 horas (T24). A interpretacdo dos resultados foi obtida pela variagdo das leituras (To4 —
Ty), sendo considerada a CIM os valores < 0,05 nm.

A partir dos pogos testes que indicaram atividade inibitoria (< 0,05 nm), plaqueou-se
(spread plate) 100 pL em meios de cultura seletivos e diferenciais especificos para cada
microrganismo, sendo utilizado o dgar MacConkey (Oxoid) para E. coli e o agar Listeria
Oxford (HiMedia) para L. monocytogenes. Em seguida, as placas foram incubadas a 35°C por
um periodo de 48 horas. Foi considerada a CBM a menor concentracao testada cuja a placa

apresentou auséncia de crescimento microbiano.

4.3.3.7 Ensaio acelerado de estabilidade durante o armazenamento

A nanoparticula avaliada como a melhor formulagdo foi armazenadas a 50 °C
numa BOD (Refrigerated Incubator - B.O.D. -biological oxygen demand - TE-39) com
temperatura controlada e na auséncia de luz durante 44 dias, a contar a partir da producdo do
material encapsulado. Amostras de 0,4 g de cada p6 foram transferidas para frascos de vidro
ambar de 250 mm, em duplicata. Foram estabelecidos 5 tempos (0, 11, 22, 33, 44 dias) para o
estudo e determinacao de Polifendis Extraiveis Totais, Vitamina C e Atividade Antioxidante, a
fim de avaliar a estabilidade desses compostos com o tempo de armazenamento, de acordo

com metodologia descrita por Saénz et al. (2009).
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4.3.3.8 Digestao Gastrointestinal simulada in vitro (Teste de Bioacessibilidade)

As digestdes com fluido géstrico simulado e também com fluido intestinal
simulado, ambos preparados de acordo com a Miller et al.(1981), foram realizados para
avaliar a bioacessibilidade dos Polifendis Extraiveis Totais e Atividade antioxidante no néctar
de acerola contendo as nanoparticulas.

A simulacdo da digestao gastrointestinal foi feita com pepsina solubilizada em HCI
0,1 mol L' durante a fase géstrica e sais de bile-pancreatina, solubilizada com NaHCOs; 0,1
mol L' na fase intestinal. A solucdo de pepsina foi preparada dissolvendo 16 g de pepsina em
100 mL de HCI 0,1 mol L. A solucdo de pancreatina e sais de bile foi preparada pela
dissoluc¢do de 0,5 g de pancreatina e 3,13 g de extrato de bile em 125 mL de NaHCO3 0,1 mol
L. Adicionarm-se 20mL de cada amostra do néctar de acerola contendo nanoparticulas,
acrescentando-se 100 mL de HC10,01 mol L™ e ajustando-se o pH para 2 com solucdo de HCI
2 mol L. Apés o ajuste do pH, adicionaram-se 3,2 mL de pepsina no meio, agitou-se em
banho termostatizado a 37° C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento que
ocorre no estomago.

Ao final da primeira etapa de 2 horas de digestdo, 20 mL do digerido de pepsina
foi pesado em triplicata sendo uma delas utilizada para o procedimento de titulagdo e as outras
para a didlise. Para o procedimento de titulagdo, 5 mL de solu¢do de pancreatina e sais de bile
foram adicionados aos digeridos de pepsina de cada amostra que, em seguida, foram tituladas
com solu¢do 0,5 mol L' de NaOH até pH 7.5 para simular o valor de pH encontrado no meio
intestinal de um individuo. A didlise foi realizada durante duas horas em sacos de didlise
contendo NaHCO3 0,1 mol L equivalente a acidez tituldvel.

NaHCO5 0,1 mol L' foi utilizado no interior da membrana de dislise pois a
mesma deve estar em meio tamponado para que, durante o processo de didlise, ndo ocorra
mudanca brusca de pH e precipitacdo das proteinas. Apds o ajuste do pH, adicionou-se as
membranas de didlise e agitou-se em banho termostatizado a 37° C durante 30 minutos, apds
isso adicionaram-se 5,0 mL da solu¢@o de pancreatina e sais de bile no meio e agitou-se em
banho termostatizado a 37° C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento que
ocorre no intestino. Ao final desta etapa de 2 horas de digestdo, o conteido da membrana
chamado de dialisado, foi retirado, e as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo até o
instante das andlises.

Para a determinacdo dos Polifendis Extraiveis Totais e Atividade Antioxidante

apo6s digestdo gastrointestinal simulada in vitro foram utilizadas as metodologias descritas nos
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itens 3.3.1.9 e 3.3.1.10, respectivamente.
A porcentagem bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al.,

(2011), utilizando a Eq. 9.

%Bioacessivel= 100 x (D/E) (Eq. 9)

Onde D sdo os dados do contetdo dialisdvel e E corresponde aos dados totais da amostra

(dados correspondentes a cada determinagao).

4.4 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. O
experimento foi realizado em triplicata, para cada polpa e subproduto utilizado como amostra.

Os resultados das anélises fisicas, quimicas, fisico-quimicas, compostos bioativos
e microbioldgicas foram avaliados através de andlise de variancia seguida de teste de Tukey
para comparacdo de médias, ao nivel de 5 % de significincia através do programa estatistico
R Core Team (2016), para a polpa, subproduto e nanoparticulas.

Foi aplicado o teste de Tukey para verificar a existéncia de diferenca significativa
entre utilizar extragdo em dagua destilada e solugdo etandlica 50% para as andlises de
Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante.

Para encontrar a melhor formulacdo dentre as nanoparticulas aplicou-se a técnica
de andlise multivariada de componentes principais para reduzir as varidveis estudadas (Vit. C,
PET e ATT) em somente uma. Seguindo de aplicagdo de andlise de variancia e teste de tukey
para encontrar a formulacao que gerasse maiores médias.

Os dados obtidos nas andlises referentes ao efeito antimicrobiano do extrato do
subproduto foram submetidos a analise de variancia (p<0,05).

Com relagdo aos resultados das andlises do tempo de armazenamento das
nanoparticulas foram realizadas andlise de regressdo linear e Tukey entre os tempos de

amostragem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo subdivididos em cinco etapas de acordo com o fluxograma

apresentado anteriormente na metodologia.

5.1 Etapa 1: Caracterizagdo fisica, quimica e fisico-quimica da polpa e subprodutos da

acerola

Os resultados referentes a caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica da polpa

e subprodutos de acerola estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3 — Caracterizacgao fisica, quimica e fisico-quimica da polpa de acerola ndo
pasteurizada (integral)

NAO-PASTEURIZADA

ANALISES (INTEGRAL)
Cor - L* 45,09+1,70
Cor - a* 20,27+3,02
Cor - b* 41,74+3,82
Cor-c 46,41+4,73
Cor-h 64,18+1,48
pH 3,19+0,21
Solidos soliveis SST (°Brix) 3,73+0,88
Acidez total ATT (g ac. citrico/100g) 1,08+0,12
Relacao SST/ATT 3,71%+1,30
Atividade de agua 0,998+0,01
Acicares redutores(g/100g) 5,3740,92
Acitcares totais(g/100g) 10,70+1,09

os lotes utilizados foram avaliados ao nivel de 5% de significancia, garantindo a qualidade dos dados.
n=3; Resultados expressos: médiatdesvio padrao. Dados em amostra imida.
Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Deve-se levar em consideragdo que a caracterizacdo de polpa de acerola ndo
pasteurizada (integral) foi realizada a fim de se avaliar a qualidade da amostra para a posterior
formulacao do néctar de acerola.

Para os parametros de cor, foi verificado para polpa de acerola integral um valor
de L* de 45,09. O parametro de luminosidade representa o brilho e quanto mais préximo de
100, maior o brilho da amostra. Neves (2009), verificando a estabilidade de polpa congelada
de acerola obteve valores de L* variando de 36,79 a 47,50, resultado semelhante ao obtido

nesta pesquisa.
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Para a coordenada a* encontrou-se valor médio de 20,27 para a polpa de acerola,
valor que corresponde ao componente cromético da cor vermelha do fruto. Esse parametro é
diretamente influenciado pelo teor de cada pigmento responsdvel pela cor da polpa. Silva
(2008) observou para a coordenada a*, uma amplitude entre 10,54 e 46,13, para frutos de
aceroleira oriundos de cultivo organico e convencional e Lima (2010) observou em sua
pesquisa que as polpas de acerola apresentaram valores médios que decresceram de 32,56 no
inicio de armazenamento para 16,09 ao final do armazenamento de 360 dias sob
congelamento. Estando portanto os valores desta pesquisa de acordo com a literatura.

Como a coordenada b* representa, quando positiva, o grau da cor amarela, o valor
de 41,74 da polpa de acerola é considerado alto quando comparado aos resultados
encontrados por Lima (2010) para polpa de acerola em que os valores apresentaram uma
pequena variacdo de b* 33,31 a 34,25. Isso € justificdvel pela grande variabilidade da cor da
acerola que pode variar desde alaranjada a purpura, interferindo na cor da polpa ao final do
processamento.

Com valores de cromaticidade (c*) de 46,41 os dados sdo semelhantes aos
encontrados por Lima (2010), 46,96 no inicio do armazenamento, para 37,91 ao final do
armazenamento de 360 dias sob congelamento da polpa de acerola. Este pardmetro revela o
grau de concentragdo ou pureza de uma cor sendo valores satisfatorios por se tratarem de
subproduto.

No presente trabalho o valor obtido para o angulo Hue (h*) foi de 64,18 o que
representa um grau de saturacdo elevada. Os valores do angulo Hue, encontrados por Lima
(2010) para polpas de acerola cresceram de 45,43, no inicio do armazenamento, para 64,82,
ao final do armazenamento de 360 dias.

Valores de pH de 3,19 foram encontrados nesta pesquisa sendo semelhante aos
encontrados por Lima et at. (2012) com valores médio de 3,21 para polpas orginicas de
acerola ndo pasteurizada. Esses valores se encontram de acordo com a legislacdo ja que
apresentam valores superiores a 2,80 (BRASIL, 2000).

Segundo Maia et al.(2009), a acerola é uma fruta acida que possibilita a utilizacao
industrial em geleias e doces, sem a necessidade de adicao de dcidos no processamento. Pode-
se considerar entdo a acerola em estudo como um alimento 4cido, pois apresenta pH<4,5,
garantindo sua seguranga quanto ao ataque e comprometimento do produto por
microrganismos.

Em relacdo aos valores de sélidos soliveis foi obtida uma media de 3,73°Brix

para polpa ndo pasteurizada. O teor de sélidos soldveis totais apresenta correlagdo com teores
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de actucares e 4cidos organicos, caracteristica de interesse para produtos comercializados in
natura, pois o mercado consumidor prefere frutos doces (CANUTO et al., 2010). Esse valor
se encontra abaixo do que € recomendado na legislagc@o para polpa de acerola, que recomenda
o minimo de 5,5° Brix (BRASIL, 2000).

Para acidez total tituldvel o valor médio encontrado foi de 1,08g de acido
citrico/100g, apresentando valores proximos aos encontrados por Lima et at. (2012), 1,21g de
dcido citrico/100g para polpa ndo pasteurizada. Castro (2005) encontrou valores médios de
pH de 3,31, e acidez 1,36%, expressos em &4cido citrico para polpa de acerola ndo tratadas
termicamente.

Quanto a relagdo de SST/ATT, aguicares totais e redutores com valores de 3,71,
10,70g/100g e 5,37g/100g, respectivamente, foi observado que os valores médios da polpa
nio pasteurizada foram similares ao comportamento do estudo realizado por Lima et al.
(2012). Mesmo sendo valores para subproduto os mesmos se encontram dentor do que é
recomendado pela legislacao.

Do ponto de vista tecnoldgico para a fabricacdo de vinhos, sucos, geleias, doces
em massa, etc., as melhores matérias-primas sdo aquelas com maiores teores de agucares por
se apresentarem mais agradaveis ao paladar (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Segundo os
mesmos autores, os agucares soliveis presentes nas frutas na forma livre ou combinada sio
também responsdveis pela docura e sabor; devido o equilibrio com os 4cidos organicos e pela
textura, quando combinados adequadamente, compondo os polissacarideos estruturais.

Para acucares totais o valor de 10,70 g/100g ultrapassa os valores citados por
Brasil (2000) de no maximo 9,50 g/100g para polpa de acerola, esse valor um pouco mais
elevado podera ser devido as variedades e o cultivo organico da acerola usadas nesta pesquisa.

Maia et al.(2009) explicam que os acidos organicos desempenham importante
papel no sabor dos frutos através da relacdo solidos soluveis:acidez. Os agucares conferem
dogura enquanto os dcidos organicos, acidez. Dentre os dados encontrados por estes autores
para pH, sélidos soldveis (°Brix) e acidez tituldvel (% de 4cido citrico) para acerola, citam as
variacdes de 3,31-3,91; 5,7-10,0; 0,53-1,52, respectivamente. Valores superiores aos
encontrados nesta pesquisa, com exce¢do para acidez tituldvel.

O valor médio de atividade de dgua foi de 0,998, resultados semelhantes foram
encontrados por Lima et al. (2012) com polpas organicas de acerola ndo pasteurizadas, 0,976.

Mesmo utilizando médias para as andlises avaliadas vale ressaltar que apresentou-
se diferencas entre os lotes podendo ser justificado por se tratarem de lotes com periodo de

cultivo e colheita diferentes.
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O fluxo inicial para a aquisi¢do dos subprodutos € unico, inicia-se com
higienizacdo dos frutos e posterior desintegracdo. Os subprodutos foram retirados em dois
pontos de coleta, devido ser pontos de descarte pela indudstria e poderem apresentar um
potencial nutricional e tecnoldgico para sua utilizacdo. Ambos apresentam aspectos fisicos
diferentes. O subproduto da despolpadeira apresenta fragmentos de pelicula e sementes
aparentes, enquanto o subproduto do filtro rotativo, etapa posterior ao despolpamento, se
assemelha a uma massa pastosa sem a identificacdo de fragmentos sélidos visiveis, devido ser
retido por peneiramento.

N

Os resultados referentes a caracterizacdo dos subprodutos sao apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 — Caracterizacgao fisica, quimica e fisico-quimica dos subprodutos de acerola em dois
estdgios definidos, despolpadeira e filtro rotativo

SUBPRODUTO DE ACEROLA
ANALISES DESPOLPADEIRA FILTRO-
ROTATIVO
Rendimento(%) 19,26+1,68 a 9,84+1,67 b
Cor - L* 53,5149,55 a 61,74+1,19 a
Cor - a* 16,06+2,36 a 19,62+2,11 a
Cor - b* 26,0245,21 a 28,11%1,51 a
Cor-c¢ 30,78+3,76 a 34,34+0,77 a
Cor-h 57,81£7,99 a 55,0944,11 a
pH 3,22+0,32 a 3,20+0,25 a
Solidos soliveis SST(°Brix) 2,310,030 b 3,34+0,028 a
Acidez total ATT(g ac.
citrico/100g) 5,41+0,68 b 10,95+1,40 a
Relacao SST/ATT 0,35+0,12 a 0,3020,07 a
Atividade de agua 0,50+0,07 a 0,26+0,06 b
Acicares redutores(g/100g) 10,82+2.90 b 27214327 a
Aciicares totais(g/100g) 28,45+8,95 a 29,82+0,86 a

médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significincia.
Dados em amostra seca.
Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

A despolpadeira apresentou maior rendimento que o filtro rotativo, apresentando
diferenca significativa (p<0,05) entre os valores, desta forma j4 seria o primeiro incentivo a
manter este subproduto para o restante do projeto. Além do rendimento o subproduto da

despolpadeira encontra parametros para sua comparagdo, ja que o filtro rotativo é um
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subproduto especifico de uma inddstria e s6 justifica dentro da planta industrial desta
empresa.

A possivel razdo de alguns paradmetros para os subprodutos apresentarem valores
diferentes pode estar relacionada a constitui¢do dos mesmos. Apesar de serem provenientes da
mesma matéria prima, as etapas industriais onde foram coletados sdo diferentes, onde os
subprodutos coletados da despolpadeira apresentavam a presenca de carogos e peliculas e os
coletados no filtro rotativo apresentavam-se somente como uma massa pastosa proveniente do
peneiramento do residuo, o que retém particulas menores, ja trituradas do despolpamento.

Apenas a relacdo SST/ATT e os parametros de cor (L*, a*, b*, c, h) e acticares
totais nao diferiram significativamente entre subproduto da despolpadeira e do filtro rotativo
(p=0,05), enquanto os outros parametros apresentaram-se diferentes estatisticamente a 5% de
significancia.

Quanto aos parametros de cor ndo diferirem entre si para a despolpadeira e filtro
rotativo, pode-se sugerir que esse resultado pode ter sido influenciado pela constitui¢io dos
subprodutos e pela liofilizagdo anterior as andlises homogeneizando o subproduto como um

todo.

Para os parametros de cor, a luminosidade L* que representa a quantidade de luz
refletida e brilho apresenta valores elevados, at€é mesmo comparando o valor da polpa. A
coordenada a* por apresentar valores positivos tendem o grau da cor vermelha. A coordenada
b* tende ao grau da cor amarela. Como o croma c* representa o grau de concentragdo ou
pureza da cor e o angulo hue a saturacdo dessa cor, pode-se perceber que os valores ficam
proximos aos valores da polpa de acerola quantificada anteriormente. Mesmo apresentando
valores menores os parametros de cor encontrados para os subprodutos se assemelham aos da
polpa, o que remete a preservacdo dos componentes pela liofilizagao.

Os valores de pH ndo apresentaram diferenca significativa entre os dois
subprodutos e apresentaram valores baixos, 3,22 e 3,20 para despolpadeira e filtro rotativo
respectivamente, o que representa o produto acido.

Os valores de sdlidos soluveis de 2,31° Brix e 3,34° Brix para despolpadeira e
filtro rotativo sdo valores baixos comparados aos resultados encontrado por Aratjo et al.
(2014) de 7,02° Brix em seu estudo de caracterizacdo de residuos de acerola. Essa diferenca
pode ser justificada devido a forma de prensagem no despolpamento e a secagem que foi

utilizada antes das analises, além de fatores ambientais de cultivo.
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A acidez total quantificado no filtro rotativo, 10,95 g de &cido citrico/100g
representa o dobro do valor para a despolpadeira, 5,41 g de 4cido citrico/100g.

A relagdo sélidos soliveis e acidez tituldvel é a forma mais utilizada para
avaliag¢do do sabor e indica o grau de equilibrio entre o teor de actcares e acidos organicos do
fruto (LIMA et al., 2012). Valores de 0,35 e 0,30 foram encontrados para os sélidos soliveis
da despolpadeira e filtro rotativo, respectivamente. Os valores sdo baixos, mas era de se
esperar ja o que estd sendo analisados sdo subprodutos. Mesmo a relacio SST/ATT nio tendo
apresentado diferenca significativa, os valores para sélidos soliveis e acidez total do
subproduto do filtro rotativo (3,57°Brix e 9,34 g dc. citrico/100g, respectivamente) foram
superiores aos da despolpadeira (2,50°Brix e 5,88 g 4c. citrico/100)g.

Os valores de atividade de dgua de 0,500 para subprodutos da despolpadeira e
0,262 para os do filtro rotativo sdo baixos, mas representam o tratamento inicial das amostras
por liofilizacdo. A dgua estd presente como constituinte na maioria dos alimentos e influencia
praticamente todos os processos deteriorativos. A atividade de dgua € um pardmetro de
referéncia no processamento de alimentos e armazenamento e € baseado em efeitos
amplamente reconhecidos, tais como: influencia sobre o crescimento de microrganismos e
relacdo com as reacdes de degradacdo quimicas, enzimdticas e fisicas (MALTINI et al.,
2003). Com essa visdo da importancia da atividade de 4gua dos produtos a diferenca
significativa entre os valores da despolpadeira e do filtro rotativo representa uma maior
estabilidade da amostra com menor valor. Isso era de se esperar ja que a constituicdo do
subproduto do filtro rotativo € mais aquoso o que facilita a eliminacdo da d4gua com maior
facilidade no processo de liofilizagdao, em contrapartida o subproduto da despolpadeira apesar
de ainda manter uma baixa atividade de 4gua, se apresenta maior pela presenca de sementes e
peliculas o que dificulta a eliminagdo da dgua durante a liofilizagdo.

Os valores de agucares redutores se apresentaram maiores no subproduto do filtro
rotativo que nos da despolpadeira, ndo apresentado diferenca significativa de 5% para os

acucares totais.

5.2 Etapa 2: Quantificacdo de compostos bioativos da polpa e subprodutos da acerola

Os resultados referentes aos compostos bioativos da polpa e subprodutos de

acerola s3o apresentados na Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 — Caracterizagao de compostos bioativos da polpa de acerola ndo pasteurizada

(Integral)
¢ POLPA NAO-PASTEURIZADA
ANALISES (INTEGRAL)
B-caroteno(mg/100g) 0,11£0,06
Antocianinas(mg/100g) 6,74+1,123
Flavonoides amarelos(mg/100g) 7,98+1,66
Vitamina C(mg/100g) 1113,10+£52,60
Polifendis Extraiveis Totais(mg/100g) 1214,54+60,24
Atividade Antioxidante
ABTS(uM trolox/g) 106,89+44,99

os lotes utilizados foram avaliados ao nivel de 5% de significancia, garantindo a qualidade dos dados.
Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Os valores obtidos para -caroteno e antocianinas podem ser considerados baixos
comparados aos valores obtidos por Silva et al. (2014) para polpa de acerola, 144,27 mg/100g
para antocianinas e 2,62 mg/100g de B-caroteno. Valores também superiores para antocianinas
(13,93 mg/100g) e B-caroteno (1,69 mg/100g) foram relatados por Lima (2010) em seu estudo
com polpa de acerola ndo pasteurizada. O que pode ser justificado pela diferenca de
cultivados, além de condi¢des diferentes de clima, quantidade de dgua, temperatura, adubacao
e outros parametros de cultivo.

As antocianinas sdo pigmentos responsdveis pela coloracdo vermelha da acerola,
dai a importancia de mensuré-los, ja que o interesse comercial também leva em consideracdo
4 aparéncia, pois uma polpa com coloragdo amarelada ndo apresenta tanta aceitacdo pelos
consumidores.

Para flavonoides amarelos, o valor médio obtido foi de 7,98mg/100g, considerado
elevado quando comparado a pesquisa realizada por Silva et al. (2014).

Verificaram-se valores médios de vitamina C na polpa ndo pasteurizada de
1113,10 mg de acido ascorbico IOOg’I. No estudo realizado por Furtado et al.(2009),
envolvendo pasteurizagdo de polpas de acerola cultivadas sob sistema organico, o valor
encontrado para o 4cido ascorbico, na polpa integral, antes da pasteurizacao, foi de 1365,7 mg
de 4cido ascérbico 100g™.

Esse resultado esta acima dos relatados nessa pesquisa, ressaltando que o teor
deste composto pode variar entre diferentes regides do pais, em funcdo de fatores como
temperatura, intensidade de luz e contetido de umidade, além do processamento da polpa, que
pode afetar bastante a concentragdo de dcido ascorbico (RUFINO et al., 2009).

Para a atividade antioxidante e teores de polifendis extraiveis totais, observaram-

se valores de 106,89 uM trolox/g e 1214,54 mg GAE/100g, respectivamente. Resultados
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similares foram obtidos por Lima (2010) e Furtado et al. (2009). Valores bem mais
expressivos foram encontrados por Freire et al. (2013), 1.298,14 uM trolox/g em polpa
congelada de acerola porém com extrato acetdnico-etandlico. Para os valores de compostos
fendlicos estes autores relataram 10,79 mg GAE/g, o que aproxima aos valores encontrados
nessa pesquisa.

De acordo com estudo realizado por Vasco, Ruales, Kamal-Eldin (2008), as frutas
tropicais analisadas com relacdo aos teores de polifendis podem ser classificadas em trés
categorias: baixo teor (<100 mg GAE/100g), médio teor (100-500 mg GAE/100g) e alto teor
(>500 mg GAE/100g). Dessa forma, as amostras analisadas neste estudo podem ser
classificadas como de alto teor, se apresentando como excelentes fontes de polifendis.

A Tabela 6 apresenta os resultados para as andlises de compostos bioativos dos

subprodutos de acerola.

Tabela 6 — Caracterizagdo de compostos bioativos dos subprodutos de acerola em dois
estagios definidos, despolpadeira e filtro rotativo

ANALISES SUBPRODUTO DE ACEROLA
DESPOLPADEIRA  FILTRO-ROTATIVO
Clorofila(mg/100g) 10,4742,620 a 0,33+0,162 b
B- caroteno(mg/100g) 0,53+0,06 a 0,56+0,16 a
Antocianinas(mg/100g) 55,41+4,65b 63,97+1,70 a
Flavonoides(mg/100g) 63,02+10,22 a 20,63+4,34 b
Vitamina C(mg/100g) 2726+413,44 b 6039+530,79 a
Polifendis extraiveis totais
H20(mg/100g) 4989,86+909,56 b C 9802,97+906,13 a E
Polifenés extraiveis totais ET50%
( mg/100g) 5287,11+1225,36 b C 14940,28+4361,67 aE
Antioxidante -ABTS H20
(UM trolox/g) 216,05+13,70 b D 452,02+120,74 a F
Antioxidante -ABTS ET50%
( uM trolox/g) 323,93+126,9 aD 511,71+276,49 a F

médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significancia.
resultados para amostra seca.

letras maidsculas comparam as médias entre despolpadeira e filtro rotativo na mesma coluna.

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Somente para os valores de B-caroteno ndo houve diferenca significativa (p<0,05).
Porém para todos os parametros os subprodutos apresentaram maiores valores que a polpa.
Os valores para clorofila apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os

dois subprodutos, sendo os maiores valores para a despolpadeira (10,47 mg/100g) o que se
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pode supor a presenca de acerolas verdes ja que esse subproduto apresenta peliculas do fruto.
Este parametro foi observado visualmente e comprovado pelo célculo.

Foi observada diferenca significativa para flavondides amarelos com valores
superiores para o subproduto da despolpadeira (63,02 mg/100g) e para antocianinas com
valores superiores para o filtro rotativo (63,97 mg/100g), mesmo os dois subprodutos nao
apresentando diferenca significativa para os parametros de cor, esses valores podem esta
associados a estrutura quimica dos polifendis que mais se sobressaem ao final de cada
processamento do subproduto. Sobre os teores de antocianinas e flavondides amarelos, os
dados encontrados por Silva et al. (2014) para subprodutos liofilizados do despolpamento de
acerola foram respectivamente, 245,90mg/100g e 98,05 mg/100g, dados superiores aos
encontrados nesta pesquisa. Valores também superiores para antocianinas e flavonoides
amarelos (94,60 e 92,97 mg/100g, respectivamente) foram encontrados por Moreira (2014)
em subprodutos liofilizados de acerola.

As antocianinas sdo pigmentos muito instdveis que podem ser degradadas no
proprio tecido, sob agdo da vitamina C, oxigénio, temperatura, pH do meio ou destruidas
durante o processamento e estocagem dos alimentos (LIMA et al., 2000).

Sousa et al. (2011) justificam que a variagdo dos teores de flavondides em
alimentos é determinada geneticamente, esta relacionada a fatores como estacdo do ano,
clima, composi¢do do solo, estdgio de maturacdo, preparo, processamento e estocagem dos
alimentos, que influenciam diretamente em tais concentracoes.

Comparando os valores de vitamina C nos dois subprodutos, percebe-se uma
maior reten¢do desta vitamina no filtro rotativo. O teor verificado (6039 mg/100g) apresenta-
se bastante elevado, sugerindo a utilizacdo do subproduto para enriquecer outros alimentos
que sejam pobres em vitamina C ou que por algum motivo perdem vitamina C durante o
processamento. Valores muito inferiores foram relatados por Sousa et al.(2011) em residuos
triturados de acerola (89,55 mg/100g). Deve-se levar em consideracdo que nesta pesquisa os
subprodutos foram inicialmente liofilizados, o que concentra e protege os componentes
quimicos presentes no material.

Houve diferenca significativa entre os valores de vitamina C para a despolpadeira
e o filtro rotativo. Apesar do alto valor para o filtro rotativo, o valor da despolpadeira, 2726
mg/100g ainda € um valor elevado. O valor de vitamina C encontrado por Moreira (2014) em
subproduto de acerola foi de 5532,90 mg/100g, superiores aos desse estudo, quando
comparado ao subproduto da despolpadeira. Ressalta-se que o processo de despolpamento

usado por Moreira (2014), despolpamento em processador doméstico, pode ndo ser tao efetivo
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como um processamento industrial automatizado, bem como os frutos utilizados para o
despolpamento ndo serem provenientes de cultivo organico, o que pode favorecer diferentes
resultados para esta vitamina.

O teor de 4cido ascorbico em residuo seco de acerola encontrado por Aradjo et
al. (2016) foi de 11,2 + 1,12mg/100g, valor muito abaixo do que encontrou-se para o
subproduto de acerola descrito acima. Esse teor pode estar relacionado aos tipos de cultivar,
cultivo (orgénico) e pelo tipo de secagem no sentido de reduzir as perdas que podem
acontecer durante esse processo.

O alto teor de vitamina C e a presenca de antocianinas destacam a acerola no
campo das frutas funcionais pela habilidade desses compostos em capturar radicais livres no
organismo humano (MEZQUITA; VIGOA, 2000). O 4cido ascérbico, o B-caroteno e outros
carotendides agem como antioxidantes no organismo humano.

Comparando os subprodutos quanto ao teor de polifenois, verificou-se que o
obtido da despolpadeira. Com extrato com 4gua destilada apresentou menor valor. Para o
resultado de polifendis, utilizando solu¢do etandlica 50% foi verificado o mesmo
comportamento, pois os maiores valores obtidos foram referentes ao filtro rotativo.

Os valores de polifendis extraidos com dgua revelaram-se bastantes elevados para
os dois subprodutos, sendo considerado mais expressivo o resultado obtido para a amostra
referente ao filtro rotativo. Valores inferiores foram encontrados por Moreira (2014) 691,42
mgGAE/100g e Carvalho (2014) 692,46 mgGAE/100mg usando o mesmo tipo de extracdo
em agua em subprodutos de acerola da despolpadeira.

Os compostos fendlicos, constituintes de um amplo e complexo grupo de
fitoquimicos, sao produtos secunddrios do metabolismo vegetal, que apresentam em sua
estrutura um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, o que possibilita atuarem como
agentes redutores, exercendo prote¢do ao organismo contra o "stress" oxidativo (SCALBERT;
WILLIAMSON, 2000).

Os dados de polifendis da extracdo em solucdo etandlica 50% também
apresentaram valores elevados, 14940,28 mg/100g para o filtro rotativo. Silva et al.(2014)
encontraram valores superiores (7265mgGAE/100g) quando comparados ao subproduto da
despolpadeira (5287,11 mg/100g). Porém, esses resultados foram bastante inferiores ao
subproduto referente ao filtro rotativo. J4 os dados encontrados por Moreira (2014) e
Carvalho (2014) sdo bem abaixo dos quantificados nesta pesquisa (1833,97 mgGAE/100mg e
1836,01 mgGAE/100mg, respectivamente). J4 que os dois autores utilizaram a mesma

metodologia, pode-se inferir que a forma do despolpamento e o tipo de acerola podem ter
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influenciado na grande diferenca desses valores.

Silva (2014) enfatiza que os compostos fendlicos podem ser explorados a nivel
industrial, a fim de fornecer ao mercado de alimentos conservantes de origem natural, seguros
(“GRAS”) e de baixo custo. Além do efeito antimicrobiano, os compostos fendlicos
apresentam-se também como compostos bioativos, sendo responsdveis por contribui¢ao
significativa a manuten¢do e melhora efetiva da satide humana.

Considerando os valores dos polifendis para cada tipo de subproduto e o tipo de
solvente utilizado na extracdo, verificou-se diferenca significativa (p<0,05) para esse
parametro com valores mais elevados para os subprodutos do filtro rotativo. Dessa forma, em
termos de polifenois todos apresentaram valores elevados, assim ambos os subprodutos e
métodos de extracdo podem ser utilizados para estudos futuros, a fim de serem utilizados
como antimicrobiano de origem natural, ja que Santiago (2007) e Silva (2014) salientam esta
propriedade para os polifendis.

Deve-se destacar que nao foi verificada diferenca significativa (p<0,05) para os
resultados de ABTS ET50%, para os dois tipos de subprodutos, sendo encontrada diferenca
para ABTS H,0, com maiores valores para o filtro rotativo.

A atividade antioxidante com extracdo em dgua com valores de 216,05 uM
trolox/g para subproduto da despolpadeira, apresentaramu valores bem superiores aos
encontrados por Moreira (2014) e Carvalho (2014), 34,15uM trolox/g e 34,41 uM trolox/g,
respectivamente. O mesmo acontecendo com a extracdo etandlica 323,9315 uM trolox/g, no
qual Moreira (2014) encontrou 83,47 uM trolox/g e Carvalho (2014) 83,73 uM trolox/g

Comparando-se a atividade antioxidante do subproduto da despolpadeira com o do
filtro rotativo, na extracdo com 4gua o teor do filtro rotativo foi aproximadamente o dobro da
despolpadeira, o que poderia ser esperado devido ao seu teor elevado de vitamina C. No caso
da extracdo em solugcdo etandlica, o teor do filtro rotativo nio apresentou diferenca
significativa (p<0,05). Dessa forma, sugere-se que a contribui¢do da atividade antioxidante do
filtro rotativo se deve a vitamina C, um composto hidrofilico que pode ndo ser quantificado
adequadamente na presenca da solugdo etanolica.

Levando em consideracdo que os polifendis e a atividade antioxidante foram
quantificados utilizando dois extratos, um com extragdo em 4gua € outro com extracao em
solucdo etandlica 50%, quando comparados os resultados nas duas extragdes pelo mesmo
subproduto, ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia, para essas duas
andlises. Porém o extrato aquoso se sobressai pelos beneficios de facilidade, praticidade,

menor custo e de utilizacdo indiscutivel em produtos alimenticios.
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Analisando as diferentes extracdes para polifenois extraives totais e atividade
antioxidante, ao nivel de 5% de significincia, ndo foi possivel rejeitar a hipétese de
igualdades das médias dentro de cada uma das varidveis. Portanto, utilizar 4gua ou solugdo
etandlica para extracao de Polifendis e Atividade antioxidante ndo resulta em diferentes
médias. Sendo assim, utilizar dgua para obtencdo desses compostos resulta em extracao
eficiente e de baixo custo.

Analisando os resultados obtidos nesta etapa, o subproduto proveniente da
despolpadeira foi escolhido para ser utilizado nas demais etapas dessa pesquisa.

A escolha se deu tendo em vista que esse tipo de subproduto apresenta-se comum a
qualquer industria de polpa, o que viabilizaria a utilizagdo para a producdo de encapsulados
(nano/microparticulas) por qualquer industria que demonstre interesse.

Ressalta-se ainda que os dados encontrados para os extratos de subprodutos de
acerola proporcionam sua utilizacdo como ingrediente funcional. Deve-se destacar que para
sua utilizacdo sao necessdrios cuidados especificos, visando a manutencdo dos compostos
bioativos, tendo em vista que grande parte apresenta-se termossensivel ou fotosensivel. Tolin,
Altintas e Artik (2016), em sua pesquisa com extratos de sementes de uva, enfatizam os
cuidados com os extratos, pois sdo sensiveis a variacdo de pH, a presenca de fons metdlicos, a
luz, a temperatura, ao oxigénio e as atividades enzimdticas, que podem ser facilmente
afetados por fatores fisicoquimicos, criando um grande desafio para a incorporacdo desses
compostos nos produtos alimentares.

Com os dados obtidos na determinag@o dos compostos bioativos do subproduto de
acerola, foi possivel confirmar o grande potencial dessa amostra para utilizacdo em outros
processos, como o encapsulamento, sendo esses parametros utilizados para verificacdo da
qualidade final do material produzido.

Tolun, Altintas e Artik (2016) descrevem em seu estudo de microencapsulacio de
extratos de uva em matriz de goma ardbica e maltodextrina que os efeitos favordveis dos
extratos de sementes de uva proporcionam a possibilidade de serem utilizados como

ingrediente funcional em muitos produtos alimentares.

5.3 Etapa 3: Formulacdo e caracterizacdo de nanoparticulas utilizando os extratos dos

subprodutos do processamento da polpa de acerola

A emulsdo apresentou aspecto limpido e translicido sem precipitacdo de material.

Durante a secagem foi utilizada temperatura de entrada de 165°C com o intuito de formar
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rapidamente as particulas, porém foi observado que o material seco se adere facilmente as
paredes do ciclone apresentando certa dificuldade em sua retirada, o que de certa forma reduz
o rendimento devido a dificuldade da retirada de todo o material.

Mansour et al.(2010) apresentam como inconvenientes ao processo de secagem
por spray dryer a grande percentagem de perdas, uma vez que as particulas se agregam
bastante as paredes do ciclone, sendo bastante dificil recuperd-las; e de ndo se poderem
processar solugdes de elevada viscosidade.

Quanto a temperatura do ar de entrada do spray dryer de 165°C, Carmo,
Fernandes e Borges (2015) descrevem que entre as temperaturas de 160-220°C esse processo
leva a uma rdpida forma¢do de uma membrana semipermedvel na superficie das gotas, porém
salienta que altas temperaturas podem causar danos pelo calor ao produto seco e imperfei¢oes
na superficie, como rachaduras, que consequentemente fazem com que ocorra liberagdo
prematura do conteido das microcdpsulas e degradacio do mesmo, ou ainda perda de
compostos voléteis. Tolun, Altintas e Artik (2016), em seu estudo sobre temperatura de
encapsulacdo de polifendis de uva usando goma ardbica e maltodextrina como material de
parede, apontaram 180° C como limite superior para a temperatura de entrada. No que se
refere a relagdo nicleo: revestimento, a solucdo de alimentagcdo foi colocada na camara de
secagem por pulverizagao.

As amostras nomeadas de A, B, C, D, E, F e G, descritas no planejamento
experimental (Tabela 1), foram preparadas com as mesmas etapas, todas apresentando a
mesma caracteristica de aderéncia nas paredes do ciclone durante a secagem.

Charanioti et al. (2015) comprovaram que a maltodextrina juntamente com goma
ardbica provou ser agentes eficazes para beterraba e extratos de coloracdo de acgafrdo
microencapsulacdo por liofilizacao.

Silva et al. (2013), microencapsulando extratos de jabuticaba por spray dryer,
concluiram que a utilizagdo da maltodextrina e a goma ardbica permitiu a formacdo de
particulas mais homogéneas e recomendam na microencapsulacio de secagem por

pulverizagdo.

5.3.1 Rendimento do processo de atomizagdo

O rendimento das amostras sob o efeito da variagdo da quantidade do material de

parede utilizado na formulacdo € apresentado na Figura 6.
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Figura 6 — Rendimento apds Spray Dryer
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Fonte: Dados da Pesquisa (2017).
Legenda nanoparticulas: Relacio GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Os valores dos rendimentos variaram de 37,27 % a 44,34 %. Para o calculo do
rendimento levou-se em consideracdo o teor de sélidos soliveis presente no extrato, para
garantir precisdo aos célculos. O valor médio de sdlidos soliveis foi 6,07 °Brix. Valores
aproximados para extratos de subprodutos de acerola foram encontrados por Araujo et al
(2014) de 7,02 °Brix.

Verificou-se que o aumento da quantidade de material de revestimento,
considerando a goma ardbica resultou em maior rendimento. Para as amostras A, B e C, a
quantidade de goma arédbica foi crescente e apresentou pesos equivalentes ao dobro da
formulacdo A para a nanoparticula B e o triplo para a nanopartilula C, o que reflete o
crescente rendimento, 38,01% (A), 40,85% (B) e 41,79% (C), mesmo com a dificuldade de
aderéncia das amostras no ciclone do spray dryer.

Tonon et al.(2008) e Tolun, Altintas e Artik (2016) relatam em seus trabalhos com
microencapsulacdo por meio do método de secagem por pulverizacdo, que o aumento do
rendimento do processo pode ser atribuido a grande eficiéncia dos processos de transferéncia
de calor e massa. O método utilizado manteve temperatura de 165 °C, sendo considerada uma
temperatura elevada e que pode promover um bom rendimento.

O baixo rendimento observado nesta pesquisa pode se dar devido a possibilidade
da maltodextrina aderir a camara de secagem, e esse fato foi observado pelos estudos de
Tolun, Altintas e Artik (2016). Nesse mesmo estudo, esses autores observaram que a
utilizacdo de uma mistura de maltodextrina € goma ardbica como um revestimento
materializou-se a uma diminuicdo no rendimento. No presente trabalho como todas as

formulacdes apresentaram a utilizacdo desses materiais de parede, com excec¢do das



76

nanoparticulas F e G, percebe-se assim o baixo rendimento, semelhante ao descrito pelos
autores.

Engel et al.(2016) revelam que o rendimento de um processo via spray dryer é
altamente afetado pela quantidade de material que fica retido no interior do secador.

Valores mais elevados para rendimento, entre 69,28 e 73,69%, foram encontrados
por Calder6n-Oliver et al. (2017) microencapsulando por coacervacao nisina combinada com

antioxidante extraido do abacate utilizando método de secagem por pulverizagao.

5.3.2 Distribuigdo do tamanho de particulas; Indice de Polidispersdo e Potencial Zeta

Os tamanhos de particulas apresentaram uma distribui¢cdo bimodal para todas as
formulacdes, onde os valores de didmetro, intensidade, o indice de polidispersdo e o potencial
zeta sdo apresentados na Tabela 7.

Quanto ao tamanho de particulas estas variaram de 27,12 nm a 308,8nm;
apresentando uma distribuicdo bimodal para todas as formulagdes. Para Melo et al. (2010)
existem muitas controvérsias a respeito da classificacdo das nanoparticulas em relagdo ao
diametro, principalmente porque depende do objetivo de aplicagdo, isto €, para cada area de

utilizacdo das nanoparticulas, estas podem ter tamanhos distintos.

Tabela 7 — Valores de distribui¢iio de tamanho de particula, Indice de Polidispersio (PDI) e
Potencial Zeta (mV) das nanoparticulas de extrato de subprodutos de acerola obtidas via spray

dryer
Nanoparticulas Distribuicao de Indice de Potencial Zeta
tamanho de Particulas Polidispersao (mV)
(nm) (PDI)
A 287,5 £ 144,3 (65,3 %) 0,898 -23,2+7,98
36,89 + 16,2 (31,1 %)
B 215, 8 + 38,52 (66,2 %) 0,515 -28,3 +£5,96
27,12 +£5,02 (33,8 %)
C 46,99 + 21,94 (54,9 %) 0,745 -15,8 £9,25
291,5 £ 106,3 (38,0 %)
D 308,8 £ 75,11 (51,4 %) 0,399 -25,4 +4,33
43,06 £ 12,77 (48,6 %)
E 266,3 +115,0 (51,4 %) 0,797 -23,8 £ 7,05
38,06 + 14,62 (44,8 %)
F 152,3 + 38,79 (66,7 %) 0,569 -15,3 +4,28
30,29 + 8,18 (33,3 %)
G 48,43 + 28,52 (54,5 %) 0,560 -15,5+ 8,33
299,6 + 129,3 (41,3 %)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).
Legenda: Relacio GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e G(2:0:2).
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Valores de tamanho semelhantes foram encontrados por Herculano et al. (2014),
de 27,70 nm a 432,67 nm e superficies carregadas negativamente, quando estudaram as
propriedade fisicoquimicas de encapsulados de dleo essencial de eucalipto em matriz de goma
de cajueiro.

As particulas grandes espalham mais luz do que particulas pequenas (a
intensidade do espalhamento da particula € proporcional a sexta parte do seu didmetro)
(ZETASIZER, 2005).

Valores de tamanho de particulas maiores foram encontrados por Fernandes,
Borgesa, Botrel (2014) com particulas produzidas com amido (13,4 um) e goma ardbica (13,5
um), sendo estes os maiores tamanhos alcangcados encapsulando dleo de alecrim por spray
dryer.

O indice de polidispersao representa a distribuicdo do tamanho de particulas. Para
as nanoparticulas analisadas foram observados valores variando de 0,399 a 0,898 para o
indice de polidispersdo, valores que indica heterogeneidade da distribui¢cdo dos tamanhos das
particulas, resultado da formacao de sistemas polidispersos. Isso ja era de se esperar ja que os
tamanho das particulas se apresentaram de forma bimodal.

As medidas de tamanho (didmetro hidrodindmico) e polidispersao (PDI) das
nanoparticulas sdo indicativos de estabilidade em suspensdo. O PDI esta relacionado com a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e, normalmente, valores menores que 0,2 para
suspensoes coloidais sdo considerados bons indicadores de estabilidade (MELO et al., 2010).

O potencial zeta foi medido com o intuito de verificar as cargas na superficie das
particulas, o que pode predizer a estabilidade do material sendo influenciado pelas mudancas
na interface com o meio dispersante, que no caso, foi a 4gua. Ao analisar os resultados para
potencial zeta, observa-se que o maior valor, em moddulo, foi pra a nanoparticula B (28,3 mV)
e o menor para a F (15,3 mV) sinalizando para uma boa estabilidade eletrostatica quando em
suspensdo. Isso indica a presenca de cargas superficiais negativas, decorrentes de
grupamentos carboxilas presentes na goma ardbica, devido estar dissolvida em liquido polar
(4gua).

Esse potencial reflete a carga efetiva nas particulas, que se correlacionam com a
repulsdo eletrostatica entre elas, e com a estabilidade da suspensdo. Quanto maior o potencial
zeta, mais provavel que a suspensdo seja estdvel, pois as particulas carregadas se repelem, e
essa forca supera a tendéncia natural a agregacdo. O valor ideal deve ser maior ou igual a +/-
30mV (ZETASIZER, 2005).

Porém, ndo depende somente da superficie da particula, mas do dispersante e pode
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ser afetado pelo pH ou forca idnica do meio. O pH afeta as interagdes eletrostiticas e a
estabilidade das emulsdes devido aumentar a movimentagdo das moléculas, promovendo uma
estabilidade dindmica. A interacdo das particulas se d4 pela sua magnitude de tamanho e ndo

por sua carga superficial, prevendo sua estabilidade.

5.3.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho foi realizada para
verificar a preseng¢a de grupos funcionais nas amostras € as possiveis interagdes entre 0s
materiais encapsulantes (goma ardbica e maltodextrina) empregados no processo de
nanoencapsulacdo e o nicleo (extrato de subprodutos de acerola).

A espectroscopia de infravermelho se baseia no fato de que as ligacdes quimicas
das substancias possuem frequencias de vibragcdo especificas, as quais correspondem a niveis
de energia da molécula (chamado nesse caso niveis vibracionais). Na Figura 7 € possivel
observar o espectro de infravermelho para a goma ardbica (GA), maltodextrina (MA) e o

extrato de acerola.

Figura 7 - Espectro de infravermelho da goma arabica (GA), maltodextrina (MA) e extrato de
subproduto de acerola
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Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Os espectros dos componentes do material de parede usados para a formulacdo
das nanoparticulas sdo bastante semelhantes, apresentando bandas em torno de 3400 cm™,

caracteristico do estiramento de OH da dgua (PEREZ-MASIA, LAGARON e LOPEZ-
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RUBIO, 2014). Nessas condicdes, o estiramento CH aparece em torno de 2924 cm’
(GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2015) e o dobramento OH da dgua em torno de 1620 cm’.
Também € possivel verificar a banda caracteristica da ligacdo glicosidica de aguicares, em
torno de 1054 cm™ (HERCULANO, et al., 2014). Essas bandas identificam liga¢des quimicas
presentes que absorvem energia em diferentes comprimentos de onda, determinando a
possivel presenca de alguns compostos.

Monteiro et al. (2015) em seu estudo sobre o efeito da modificacdo quimica na
solubilidade de microesferas a base de goma de cajueiro e quitosana, descreve que as bandas
caracteristicas de polissacarideos estio em 3500-3000 cm ' (estiramento OH) e que entorno
de 1640 cm ™', ocorre vibragdo de O-H de moléculas de dgua adsorvida e de estiramento da
ligacdo C-O do grupo carboxilato (-COO- ). As bandas em torno de 1150-1030 cm ' sdo
atribuidas a vibragdo de deformacio de C-O-C da ligagdo glicosidica, C-O de alcool primaério
e estiramento de O-H de 4lcool primério e secundario.

Na Figura 8, pode-se observar o espectro para as formulagdes a base de
maltodextrina, goma ardbica e extrato de acerola, além do controle (composto por todo o

material de parede sem a presenca do extrato de acerola).

Figura 8 - Espectros de infravermelho das nanoparticulas de extrato de subprodutos de acerola
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Fonte: Dados da Pesquisa (2017). Numero de Onda (cm )
Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Para as nanoparticulas avaliadas, os espectros apresentaram-se dentro do
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esperado, onde em todos os tratamentos apareceram picos caracteristicos dos materiais de
parede (goma ardbica e maltodextrina) e dos compostos fendlicos e vitamina C. Essas
caracteristicas confirmam que os compostos bioativos presentes nas nanoparticulas foram
preservados durante o processo de encapsulagdo e a secagem via spray dryer.

Por se tratar de espectro de agucares, todos possuem perfis de absorcdo bastante
semelhantes, apresentando todas as bandas caracteristicas dos materias de parede, nao
podendo inferir diferencas mesmo com a variacdo nas propor¢des de extrato de acerola para
as formulacdes, devido as nanoparticulas E e G apresentarem o dobro de extrato de
subproduto de acerola e ainda a amostra controle apresentar somente o material de parede.

A amostra controle também apresenta o mesmo perfil de absor¢dao com as bandas
caracteristicas, porém com pouca intensidade, este controle foi formulado com a mesma
formulacao da nanoparticula A sem a presencga do extrato.

Percebe-se que as bandas localizadas entre 1200 e 900 cm™ foram deslocadas para
frequéncias mais altas ou mais baixas, com redu¢des da intensidade. Essas bandas envolvem
ligacdes de varios compostos, como vitamina C e compostos fendlicos, que se encontram
presentes no extrato e podem ter interferido nesses deslocamentos de frequéncias, sendo
também essas bandas caracteristicas das ligagdes glicosidicas aos espectros dos materiais de
parede e extrato.

A variacdo na intensidade de algumas bandas também sdo descritas por Herculano et
al. (2014) que descreve que essas variagc@o foram visiveis qundo apresentadas no grafico.

Monteiro et al. (2015) também encontraram semelhanga entre os espectros de
FTIR dos seus complexos polieletroliticos na formacdo de microesferas e os espectros dos
seus materiais de parede.

Nunes (2008) descreve que bandas entre 1414 e 1372 cm’' sdo referentes aos
estiramentos do anel fenil (C=C), caracteristico de compostos fenolicos.

Gomez-Mascaraque et al. (2015) encontraram para a vitamina C, os picos
caracteristicos obtidos a 1084.,9 cm’ e 1397, 2 cm'], referentes aos grupamentos carbonila (-
C=0) e hidroxila (OH) presentes na molécula de vitamina C. A presenca de compostos
fendlicos pode ser observado nessa pesquisa no espectro infravermelho, na banda 1053,1 cm’

a1063,5cm™.
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5.3.4 Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante

Quanto ao contetddo de vitamina C, os valores apresentaram-se na faixa de 954,26
mg/100g a 2349,43 mg/100g. O menor valor obtido foi referente a formulacdo C, que
apresentava uma maior concentra¢do de goma ardbica. Os maiores valores foram obtidos para
as formulagdes E e G, que apresentavam o dobro da quantidade de extrato, comparando as
demais formulagdes.

Nao houve diferenca significativa entre as nanoparticulas E, F e G (Figura 9),
sendo os maiores valores encontrados entre as nanoparticulas. Com valores mais baixos, as

nanoparticulas A e C diferiram significativamente das nanoparticulas B e D.

Figura 9 - Vitamina C das nanoparticulas de extrato de subprodutos de acerola
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Resultados expressos com média e desvio-padrio.

Meédias seguidas de letras diferentes significa que ha diferencas significativas entre os grupos (Teste de Tukey,
p<0,05).

Legenda nanoparticulas: Relacdio GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Através dos resultados obtidos, verifica-se que a medida que hd um aumento da
concentracdo de goma ardbica ndo se percebe um aumento linear na quantificacdo de vitamina
C nas nanoparticulas A, B e C, o que pode ser sugerido € que quando se aumenta demais a
quantidade de goma ardbica ela ndo € capaz de encapsular pelo menos a quantidade de
vitamina C da nanoparticula B. Quanto ao efeito do aumento da maltodextrina percebe-se um
aumento na quantifica¢do de vitamina C quando se compara as nanoparticulas A e D, podendo

perceber que o aumento da maltodextrina ndo apresenta diferenca significativa (p<0,05)
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quando comparada a nanoparticula B, j4 que a mesma apresenta a mesma quantidade de
maltodextrina da nanoparticula A com um dobro de goma arédbica. Isso pode ser descrito pelo
aumento da quantidade do material de parede que retem a vitamina C independente desse
aumento ser maltodextrina ou goma ardbica. Em relagdo as nanoparticulas A e E, destaca-se
que a E apresentava o dobro de extrato de subproduto de acerola, contendo 48,36% a mais do
composto bioativo analisado, demonstrando que a o material de parede € capaz de reter uma
maior quantidade de extrato mantendo as mesmas condi¢des iniciais.

Virios estudos abordando métodos e diferentes materiais de paredes para
encapsulacdo de vitamina C, ou 4cido ascérbico, descrevem que esta é uma tecnologia
promissora de protecdo, para superar problemas relacionados a sua aplicacdio e sua
instabilidade (MATOS-JR et al., 2015; ALVIM et al., 2016). Isso pode ser confirmado pela
manutencdo de niveis elevados de vitamina C apds a encapsulagdo, mesmo que o processo de
secagem tenha sido a 160°C, mantendo certa estabilidade da vitamina durante o
processamento, ja que os valores podem ser confirmados a partir da quantificacdo deste
composto nas nanoparticulas.

As concentracdes de polifendis extraiveis totais (Figura 10) encontrados nas
nanoparticulas de extrato de subprodutos de acerola variaram de 1146,75 mg GAE/100g
(nanoparticula C, com maior concentracdo de goma ardbica) a 4468,99 mg GAE/100g
(nanoparticula E, dobro da adi¢do de extrato quando comparado a nanoparticula A), porém
apenas as nanoparticulas A e E diferiram de demais formulacoes.

A anélise de compostos fendlicos € influenciada pela natureza dos compostos
presentes, 0 método e o solvente empregado na extracdo, o tamanho da amostra, o tempo e as
condi¢des de estocagem, o padrdo utilizado e a presenca de interferentes, tais como: ceras,
gorduras, terpenos e clorofilas. Um aspecto importante no desenvolvimento de métodos de

quantificacdo de compostos fendlicos é a complexidade das substancias fendlicas presentes

nos alimentos e as diferencas de reatividade entre essas substancias e os reagentes.
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Figura 10 - Polifendis extraiveis totais das nanoparticulas de extrato de subprodutos de
acerola
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Resultado expressos com média e desvio-padrio.

Meédias seguidas de letras diferentes significa que ha diferencas significativas entre os grupos (Teste de Tukey,
p<0,05). Legenda nanoparticulas: Relacio GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2);
F(2:0:1) e G(2:0:2).

Observando-se o efeito do aumento da goma ardbica percebe-se que ocorreu um
decréscimo na quantificacdo de polifendis, mesmo que as nanoparticulas B, C e D ndo tenham
diferido estatisticamente, embora apresentassem formulacdes diferentes, os valores
quantificados ainda se encontram elevados. Quanto as amostras F e G, as mesmas ndo
diferiram estatisticamente entre si, mesmo a nanoparticula G tendo o dobro de extrato em
relacdo a nanoparticula F, apresentando as duas materiais de paredes iguais, o que pode supor
que a quantidade de goma ardbica da formulagcao nao é capaz de encapsular uma quantidade
superior de extrato e nessas duas formulagdes ndo tem em sua formulagdo maltodextrina. A
formulacao E demonstrou a maior retengdo de polifendis, o que era de se prevé pela adi¢do do
dobro do extrato das demais formulacgoes.

A nanoparticula E demostrou na quantificacao de polifendis e vitamina C que foi
superior as demais formulagdes demonstrando que esta é a que melhor se adequa a retencao
desses bioativos.

Valores inferiores ao dessa pesquisa foram relatados por Turan et al. (2015),
quando compararam microencapsulacdo de compostos bioativos de mirtilo pelo método de
secagem em spray dryer e liofilizacdo, utilizando como material de parede maltodextrina e
goma ardbica e, obtendo valores de teores de 1051,6 £ 15,50 mg GAE/100g e 1663,30 +

82,16 mgGAE/100g de compostos fendlicos, para os métodos avaliados, respectivamente.
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O teor de polifendis extraiveis totais nas nanoparticulas foi elevado quando
comparados aos resultados do extrato do subproduto liofilizado, que foi de 4392,84 mg
GAE/100g. Considerando que as amostras foram formuladas com este mesmo extrato em uma
quantidade de sélidos no extrato de 12,6% a 22,3%, percebe-se que a preservacao do teor de
polifendis estd vinculada tanto a quantidade de extrato adicionado quanto a protecdo pelo
encapsulamento. Tolun, Altintas e Artik (2016) explicam que uma vez que o material de
revestimento (maltodextrina e goma ardbica) ndo contem contetdo fendlico, o contetido de
polifendis total ndo altera-se com a mistura de revestimento. Estes autores encontram valores
variando de 5,2 a 16,5 mg GAE g-1 em p6 formulado com residuo de uva, sendo esses valores
semelhantes quando comparados ao dessa pesquisa.

Tolun, Altintas e Artik (2016) descreveram que os conteudos fendlicos estdo
bastante concentrados em amostra congelada sem material de revestimento e a adicdo de
diferentes proporcdes de maltodextrina diminuiu o contetido fendlico das microcédpsulas,
porém em sua pesquisa o residuo foi seco em camara de secagem convencional (estufa). Outra
percep¢do desses autores ja que estudaram diferentes formulagdes e diferentes temperaturas
de processamento € que o teor de polifendis diminuiu com o aumento da temperatura, porém,
em temperaturas altas (180°C) ocorre uma tendéncia inversa no conteido fendlico do pé,
justificado por ser levado a polimerizacdo do polifenol a altas temperaturas.

Saénz et al.(2009), estudando a microencapsulacio por spray dryer de compostos
bioativos em frutos de cactos, encontraram valores de polifendis entre 1812 a 2410 mg GAE
g-1 po, valores que se encontram semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.

Aratjo et al. (2016) e Sousa et al. (2011) encontraram valores de fendlicos de
446,40 e 247,62 de 4cido galico.100g™" para residuos secos de acerola, respectivamente. Os
valores obtidos por estes autores se encontram bem abaixo dos encontrados para o subproduto
de acerola liofilizado analisado neste estudo, que apresentou teor de 4392,84 mg/100g. Vasco,
Ruales e Kamal-Eldin (2008) definem uma alta concentracdo de compostos fendlicos acima
de 1000 e abaixo de 100 baixa. Dessa forma, as amostras avaliadas nesta pesquisa se
classificam como alta concentracio de compostos fendlicos, tanto para o extrato de
subproduto de acerola, quanto para as nanoparticulas desenvolvidas neste estudo.

Os polifendis possuem limitada solubilidade em &4gua. Neste caso, torna-se
interessante a utilizacdo de goma ardbica como material de parede, devido a sua habilidade de
agir como emulsificante. Além disso, esse material de parede possui capacidade de formar
solucdes de baixa viscosidade em alta concentragdo, o que o torna importante para facilitar o

bombeamento durante o processo de encapsulamento, desta forma melhora o processo
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(MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

A Figura 11 apresenta a atividade antioxidante total das nanoparticulas de extrato
de subprodutos de acerola, avaliadas pelo método ABTS®", os valores para a atividade
antioxidante das nanoparticulas variaram de 34,38 uM trolox/g a 150,12 uM trolox/g.

Ali et al. (2013) explicam que as concentracdes da atividade antioxidante total em
frutos sdo altamente dependentes dos processos de amadurecimento e, além dos compostos
fendlicos influenciarem, alguns outros fatores também alteram como, por exemplo, a

quantidade de B-caroteno e vitaminas C e E.

Figura 11 - Atividade antioxidante total ABTS®" das nanoparticulas de extrato de subprodutos
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Resultado expressos com média e desvio-padrao.

Médias seguidas de letras diferentes significa que ha diferencas significativas entre os grupos (Teste de Tukey,
p<0,05).

Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Analisando os resultados expressos na Figura 11, verifica-se que para as
nanoparticulas A, B, C, D, e E néo foi constatada diferenca estatistica (p< 0,05), mesmo com
a variacdo na quantidade de goma ardbica, maltodextrina e extrato a partir da formulagdao A. O
aumento da atividade antioxidante, pelo método ABTS®" foi evidente na nanoparticula F,
seguido da G, em que as duas ndo diferem estatisticamente, estas apresentam como material
de parede somente goma ardbica e onde a nanoparticula G tem o dobro de extrato da
nanoparticula F. Esse comportamento também foi observado na nanoparticula E, que
apresenta a mesma quantidade de extrato da nanoparticula G. Pode-se sugerir que a retengao

da atividade antioxidante estd diretamente ligada a constitui¢do do material de parede.
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Saénz et al.(2009) encontraram valores para microencapsulados de frutos de
cactos de 19,2 a 61,7 mmol TEAC/g (atividade equivalente ao TROLOX), mesmo utilizando
o método de DPPH. O ABTS®*" ¢ o DPPH siao métodos para determinar a capacidade
antioxidante baseados na captura do radical orgéanico, desta forma a expressdo dos resultados
em equivalentes de Trolox podem ser utilizados a titulo de comparacao.

Tolun, Altintas e Artik (2016) descrevem para atividade antioxidante de
microparticulas de residuo de uva revestidas com maltodextrina e goma ardbica que o uso de
altas temperaturas para secagem por pulverizacdo provoca rupturas da estrutura fendlica
devido a temperatura e resintetiza em diferentes formas, podendo ter alteracdes nos valores
quantificados para a atividade antioxidante. Podem-se apresentar baixos valores como os
encontrados nesta pesquisa quando comparados com o conteido de polifendis.

Vale ressaltar, que mesmo que alguns autores descrevam uma correlacdo entre
os polifendis e a atividade antioxidante, Heim; Tagliaferro e Bobilya (2002), afirmam que a
atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende do arranjo dos grupos sobre a

estrutura nuclear.

5.3.5 Eficiéncia de encapsulagao

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo estdo apresentados na Figura 12. A
eficiéncia de encapsulagdo para Vitamina C, Polifendis e Atividade Antioxidante nas
nanoparticulas A, B, C, D, E, F e G estdo nas faixas de 25,44 % a 69,37 %; 57,31 % a 99,79%
e 2,24 % a 8,76 %, respectivamente.

Para a Atividade Antioxidante encontraram-se resultados discrepantes dos demais,
sendo observados valores muito baixos, o que pode ser devido ao método de preparacdo da
nanoparticula poder desencadear a liberacdo simultinea de outros compostos presentes que
possam ter interferido nesses resultados ou ainda relacionados a baixa solubilidade apds a

encapsulacio.
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Figura 12 - Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de extrato de subprodutos de
acerola para Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante total
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).
Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

A eficiéncia de encapsulacdo demonstra a capacidade que o material de parede
tem de suportar o composto a ser incorporado, onde este pode ser influenciado pelo processo
de encapsulagdo, método de preparo da amostra, escolha do material de parede e combinagdes
de mais de uma matriz, quantidade de material encapsulante a ser empregado, pois quanto
maior a concentracdo, melhor serd a eficiéncia, até exorbitar a capacidade do material de
parede (MATOS-JR et al.,, 2015). Isso € percebido quanto se quantificou vitamina C,
polifendis e atividade antioxidante, mesmo sendo usado concentracdes de nanoparticulas
diferentes para cada analise, Smg/mL para vitamina C, 1mg/mL para polifenois e 25mg/mL
para atividade antioxidante. Silva et al. (2013) salienta que o processo de secagem pode
causar perdas das propriedades antioxidantes, mas manter as propriedades dos compostos
fendlicos.

Fernandes, Borgesa, Botrel (2014), em seu estudo sobre os efeitos da goma
ardbica, amido modificado, maltodextrina e inulina na encapsulacdo de dleo essencial de
alecrim, descreve que a eficiéncia de encapsulacdo é um dos parametros de qualidade mais
importantes € que encontrou uma variagdo de 26,31 a 61,81%.

Ja Herculano et al. (2014) encontraram eficiéncias de encapsulagdo de 24,89% a
26,80% para o conteido de dleo essencial de eucalipto encapsulado com goma de cajueiro.
Esses autores inferem que o aumento da propor¢ao da goma de cajueiro aumenta a eficiéncia
de encapsulacdo embora com menor carga. Conclusdes semelhantes foram obtidas por Paula
et al. (2010). Essa inferéncia s6 pode ser observado neste estudo quando foi quantificado o

conteddo de polifendis.
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Os valores encontrados de EE% para Vitamina C e Polifendis podem ser
compreendidos devido os mesmos se referirem a formulagdes distintas quanto a quantidade de
material de parede e de extrato de subprotudo de acerola, apresentando redug¢do do valor
inicial. O que se percebe € que a alteracdo de apenas um componente pode alterar o
encapsulamento e a quantificacdo desses componentes, considerando a concentracdo dos
polissacarideos do material de parede e suas ligacdes para a retencio do extrato.

Valores varidveis para polifendis foram descritos por Saénz et al.(2009) com
encapsulacdo de extrato etandlico do polpa de cactos, mostrando que os valores de EE%
podem variar com o tipo de material de parede e o material a ser encapsulado, além do
método utilizado para a encapsulagcdo. Esses autores encontraram recuperagdes de polifendis
acima de 100% descrevendo como justificativa a hidrélise de polifendis conjugados do fruto
de cacto durante o processo de secagem.

Os resultados obtidos por Tolun, Altintas e Artik (2016) indicam que o uso de
maltodextrina e goma ardbica para encapsulacdo de compostos fendlicos extraidos do bagaco
de uva proporcionaram melhores resultados do que o uso de maltodextrina sozinha como
material de revestimento, exibindo eficiéncias de encapsulacido relativamente elevadas,
descrevendo que mesmo a maltodextrina sendo incolor proporciona uma boa prote¢do contra
a oxidacdo.

Matos Jr. et al. (2015) relatam que o método de preparacio das
nanoparticulas/microparticulas pode interferir na eficiéncia de encapsulacio e que a
emulsificacdo apresenta limitacdes como baixa eficiéncia de encapsulagdo o que pode ser
contornado pela utilizacdo do spray dryer que normalmente obtem eficiéncia de encapsulacio

superiores a outros métodos.

5.3.6 Dopagem

A dopagem estd relacionada a quantidade, em massa, de compostos bioativos
presentes nas nanoparticulas apds o processo de nanoencapsulacdo, com resultados expressos
em porcentagem. As Figuras 13 e 14 apresentam os resultados de dopagem para Vitamina C,
Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante.

Quanto aos teores de dopagem para andlise de vitamina C, verifica-se variacao de
0,95 % a 2,35 %, tendo as nanoparticulas C e E apresentado o menor e maior valor,

respectivamente.
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Figura 13 - Dopagem das nanoparticulas de extrato de compostos bioativos de residuos de
acerola obtidos via spray dryer
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Os valores para dopagem encontrado por Paula et al. (2010) variaram de 1,2 a
10,7% para microesferas de alginato e goma de cajueiro como agente encapsulante de 6leo de
croton zehntneri.

Para andlise de polifendis extraiveis totais, os teores de Dopagem variaram de
0,22 % a 0,47 %, sendo os menores valores para as nanoparticulas C e D, e o maior para a
nanoparticula F.

As dopagens para vitamina C e polifendis foram maximizadas quando as
nanoparticulas foram formuladas com o dobro do extrato do subproduto de acerola utilizando
a combinacdo de goma ardbica e maltodextrina como material de parede, apresentando
valores de 2,25% para vitamina C e 0,47% para polifenois.

Os valores de Dopagem para capacidade antioxidante (Figura 14), expressos em
porcentagem (%), foram extremamente baixos, o que era previsivel ja que a quantificacdo de
atividade antioxidante foi baixa quando comparada a Vitamina C e Polifenois extraiveis
totais, devido o cédlculo da dopagem ser dependente da massa do bioativo presente. Esses
resultados estdo estritamente relacionados com a eficiéncia de encapsulaciao (EE), onde essas
medidas sdo diretamente proporcionais.

Valores de 0,3 % foram descritos por Istenic et al. (2015) e 0,15 % foram
encontrados por Sanna et al. (2012), para encapsulacdo de resveratrol. Ambos os autores

utilizaram alginato como material de parede.
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Figura 14 - Dopagem das nanoparticulas de extrato de compostos bioativos de residuos de
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Legenda nanoparticulas: Relacio GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Diante dos resultados anteriores, foi possivel perceber que todas as formulagoes
tiveram a capacidade de retencdo de compostos bioativos, considerando vitamina C e

polifendis.

5.4 Etapa 4: Estudo das melhores formulagoes: Atividade antimicrobiana e Estabilidade

acelerada da nanoparticula

A escolha da melhor nanoparticula se deu através de uma andlise multivariada
utilizando as varidveis: vitamina C, polifendis e atividade antioxidante. Foi feito uma andlise
de componentes principais com estas trés varidveis selecionando somente a primeira
componente que explica 63,63% da variancia dos dados originais.

Os escores da componente principal escolhida foram gerados a partir da fungao:

Fl,= 0,699%Z,,. . . +0,678%Z

+ 0227 Z,

i Polifendis i Atv. Antioxidante
Onde Z sdo os valores originais das variaveis subtraidas da sua média e divididos
pelo seu desvio padrao.
Utilizando os escores da componente escolhida aplicou-se uma andlise de
variancia para identificar se existia diferenca entre as nanoparticulas (p< 0,05), posteriormente

aplicou-se o teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, e encontrou-se que a
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nanoparticula que gerava maiores valores de vitamina C, polifendis e atividade antioxidante
conjuntamente foi a nanoparticula E.

Para a continuacao da préxima etapa deste trabalho, foi escolhida a nanoparticula
E. Porém, como a diferenca entre a nanoparticula A e E era somente a quantidade de extrato,
sendo mantida a mesma propor¢do para a matriz, decidiu-se avaliar as duas nanoparticulas.
Ressaltando que a nanoparticula A € a base para as outras formulacdes. Essa decisdo se deu
para que houvesse um critério de comparacao entre a melhor formulacdo (E) e a formulagao
base (A).

As nanoparticulas A e E foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana, sua
estabilidade ao longo do tempo e a bioacessibilidade quando aplicadas em um néctar. Estes
resultados promovem mais informacdes para sua futura aplicabilidade em alimentos a fim de

pontencializar caracteristicas funcionais.

5.4.1 Atividade antimicrobiana

As nanoparticulas A e E apresentaram potencial antimicrobiano contra
Escherichia coli ATCC 11775, e Listeria monocytogenes ATCC 19115, nas concentracdes de
40, 50, 55, 60, 75, 80 e 100 mg/mL.

A Tabela 8 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana das nanoparticulas
A e E, considerando para cada uma a concentracdo inibitéria minima e a concentracao

bactericida minima.

Tabela 8- Atividade antimicrobiana das nanoparticulas A e E.

Nanoparticulas Parametros Microrganismos
mg/mL L. monocytogenes E. coli
A 'CIM 40 40
‘CBM - 100
E 'CIM 40 40
°‘CBM - 60

'Concentracio inibitéria minima; “Concentragio bactericida minima.
Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Nao foi observada presenca de crescimento bacteriano para L. monocytogenes € E.
coli em todas as concentracdes testadas para as nanoparticulas A e E. Com isso foi
determinada a Concentra¢do inibitéria minima para as duas nanoparticulas contra os dois
microrganismos e tanto a A quando a E apresentaram inibi¢do minima na concentragdo de 40

mg/ml. Em relacdo a Concentragdo bactericida minima, as nanoparticulas A e E foram
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efetivas para a bactéria Gram-negativa E. coli (apresenta efeito protetor da camada de
lipopolissacarideo).

Como a RDC N° 12, DE 02 DE JANEIRO DE 2001 tolera para padrdes
microbioldgicos de frutas, produtos de frutas e similares uma carga de E. coli (Coliformes a
45°C/g) entre 10*/g 4 10°/g, as nanoparticulas podem ser consideradas eficientes j4 que tem
além de uma capacidade bacteriostitica, uma capacidade bactericida, se apresentando como
potencial para adi¢do em alimentos.

Herculano et al. (2014), encontraram para CBM de nanoparticulas de o6leo de
eucalipito em matriz de goma de cajueiro os valores de 4 g/ L para S. Enteritidis (Gram-negativo)
e de 3 g/ L para L. monocytogenes (Gram-positivo), indicando acdo bactericida mais efetiva para
Gram-positivo do que para Gram-negativo. Valores inferiores aos encontrados nesta pesquisa.

Herculano et al. (2014) descrevem ainda que, os dados de CBM mostram que o
6leo nanoencapsulado exibi atividade intensificada contra S. Enteritidis, porém demonstrou
efeito oposto para L. monocytogenes, o que os autores justificam devido aos cations
divalentes agirem reduzindo a repulsio entre moléculas de lipopolissacarideos (LPS), que sdo
altamente anidnicos, presentes na membrana externa da parede celular de bactérias Gram-
negativas.

O potencial antibacteriano das nanoparticulas A e E pode ser devido ao efeito
sinérgico entre os varios compostos fendlicos presentes, j4 que ambas sdo excelentes fontes
dessas substincias. Ignat, Volf, Popa (2011) e Silva (2014) ressaltam os polifendis como
substancia com propriedades antimicrobianas.

Moreira (2014) descreve que certas classes de polifendis apresentam atividade
antimicrobiana e estudos promovem o desenvolvimento de novos alimentos com o uso de
polifendis como conservantes, devido a crescente exigéncia dos consumidores por alimentos
livres de conservantes sintéticos.

Mesmo que a L.monocytogenes apresente baixo risco para o consumidor e
raramente infectando individuos através de alimentos, de acordo com a Comissao do Codex
Alimentarius a concentracdo dessa bactéria devera ser inferior a 100 células por grama de
alimento consumido (FORSYTHE, 2013).

No Brasil e em outros paises em desenvolvimento ndo hd estatisticas oficiais de
casos de listeriose, pois sua notificagdo nio é obrigatéria. No Brasil, a dnica legislacdo que
exige o controle de listéria em alimentos processados € destinada a queijos de alta umidade,
como ricota, meia cura € minas. Devendo estd ausente em 25g do produto de acordo com

Brasil (2001).
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Donsi et al. (2011) descrevem que os agentes microbianos encapsulados em
nanoemulsdes de D-Limoneno e Malaleuca alternifolia foram capazes de reforcar o
mecanismo de transporte através da membrana celular de microrganismos como E. coli, L.
delbrueckii e S. cerevisiae, apresentando valores para o MIC de 5 a 10 g/l e paraCBM de 5 a
25 g/l

Niu et al. (2016) estudando a atividade antimicrobiana de emulsdes de 6leo de
tomilho estabilizadas com ovoalbumina e goma ardbica, perceberam que as emulsdes
apresentaram uma inibi¢do de longo prazo para o crescimento de E. coli, e as emulsdes com
um pH final de 4,0 mostrou-se com propriedades antibacterianas mais longas. Os resultados
demonstraram que as emulsdes simples ou emulsdes complexas de ovoalbumina e goma
ardbica podem ser utilizados na concep¢do e utilizagdo de sistemas de distribuicao

antimicrobiana, sendo ttil em alimentos industriais.

5.4.2 Estabilidade acelerada

A evolucdo da quantificacdo dos conteudos de Vitamina C, Polifendis extraiveis
totais e atividade antioxidante das nanoparticulas A e E obtidas com as condi¢des Gtimas e
armazenamento a 50° C sdo mostrados nas Figuras 15 e 16.

Esta andlise sinaliza um tempo de armazenamento de aproximadamente 6 meses
(CHEONG, TAN e NYAM, 2017) o que favoreceria o armazenamento das nanoparticulas
durante o periodo garantindo condicdes aceitdveis para sua utilizacdo como enriquecedora no
processamento de alimentos.

Para a nanoparticula A em todos os sistemas estudados, vitamina c, polifendis e
atividade antioxidante, verificou-se que nenhum apresentou degradacdo durante o tempo de
armazenamento a 50° C ao nivel de significincia de 5%, mesmo com a variagdo de dados
estes de mantiveram constantes para Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade
antioxidante com valores de 1976,18 mg ac. Ascérbico/100g, 3595 mg GAE/100g e 60,24uM

trolox/g, respectivamente.
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Figura 15 — Registro do conteddo de Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade
antioxidante da nanoparticula A em fun¢do do tempo, mantida por 44 dias em temperatura
controlada a 50° C.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).
Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Esses resultados demonstram a capacidade do material de parede em manter
protegido as propriedades do extrato de subproduto de acerola. Khazaei et al. (2014) em seu
estudo sobre a estabilidade de antocianinas de flor de agafrdo por liofizacdo, utilizando goma
ardbica e maltodextrina como material de parede, e ressaltam que os materiais de parede sdo
obstaculos fisicos que podem diminuir os efeitos do oxigénio, luz, calor e umidade nos
ingredientes encapsulados. Eles afirmam que o encapsulamento feito em seu estudo pode
proteger antocianinas durante o armazenamento.

Sanchez, Baeza e Chirife (2015) estudaram a estabilidade das antocianinas
monomeéricas € a retencdo de cor durante o armazenamento a 38°C em sucos de cereja, sucos
de cereja concentrados e suco de cereja encapsulado por liofilizacdo usando como material de
parede goma ardbica e maltodextrina. Os autores descrevem que os melhores resultados foram
encontrado no suco encapsulado e enfatizam a importancia da protecao do material de parede

sobre a retencdo da cor.
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Para a nanoparticula E, o conteddo de polifendis e atividade antioxidante,
estatisticamente, ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) mantendo-se praticamente
estivel durante 44 dias de armazenamento a 50° C, com valores préximos a 4920,19mg
GAE/100g e 59,17uM trolox/g, respectivamente.

Para a andlise estatistica dos valores obtidos para a variacdo de vitamina C em
funcdo do tempo de armazenamento, verificou-se diferenca significativa (p < 0,05), com
ajuste ao modelo linear. Verificou-se uma reducio da vitamina C, cujos valores variaram de
2446,11 a 1663,16 mg de 4cido ascérbico/100g da nanoparticula E.

Khazaei et al. (2014), estudaram a estabilidade de antocianinas encapsuladas com
goma ardbica e maltodextrina, por 10 semanas, mantendo as particulas em frascos escuros a
35°C. Os autoresencontraram uma reducdo de antocianinasem média de 32%, sendo essa

perda bem menor que a amostra controle, enfatizando a importancia da protecao do material.

Outukia et al. (2016) descrevem que os antioxidantes t€ém grande utilidade no
aumento da vida de prateleira de produtos alimentares.

A estabilidade dos extratos de beterraba e de acafrdo microencapsulados por
liofilizagdo foi avaliada por Chranioti, Nikoloudaki e Tzia (2015) por 10 semanas de
armazenamento a 40 ° C, e foi observada uma degradacdo da coloracdo tanto da beterraba
quanto do acafrao de forma linear durante o tempo de armazenamento.

Com esses resultados, as nanoparticulas A e E apresentam estabilidade ao longo
do tempo, o que sugere sua producdo e armazenamento para uso posterior na incorpora¢do em
alimentos processados.

Em suco de cereja encapsulado com goma ardbica e maltodextrina utilizando
liofilizacdo, armazenado a 38°C por 60 dias, Sanchez, Baeza e Chirife (2015), descrevem que
as caracteristicas do encapsulado permaneceram em 90%, devido sua baixa atividade de agua,
boa estabilidade das antocianinas e parametros de cor. Sendo mantida uma cor vermelha
estdvel durante o armazenamento, considerado um 6timo resultado para a qualidade desse

produto.
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Figura 16 — Registro do conteddo de Vitamina C, Polifendis extraiveis totais e Atividade
antioxidante da nanoparticula E em fun¢do do tempo, mantida por 44 dias em temperatura
controlada a 50° C.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).
Legenda nanoparticulas: Relacdo GA:M:EXT: A (1:1:1); B (2:1:1); C (3:1:1); D (1:2:1); E (1:1:2); F(2:0:1) e
G(2:0:2).

Saenz et al. (2009) estudando a estabilidade de compostos bioativos em polpa de
cactos em matriz de maltodextrina e inulina por spray dryer durante armazenamento a 60°C
por 44 dias, constatou uma pequena reducdo no conteudo de polifendis de 1,8,mg/g a
1,41lmg/g de extrato de polpa de cactos encapsulado com maltodextrina durante o
armazenamento. Os resultados obtidos por esses autores foram inferiores aos encontrados
nesta pesquisa, tanto para a nanoparticula A como para a nanoparticula E.

Com esses resultados as nanoparticulas A e E apresentam estabilidade ao longo do
tempo o que sugere sua producdo e armazenamento para uso posterior na incorporacio em

alimentos processados.
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5.4.3 Etapa 5: Adicdo de nanoparticulas em néctar de acerola

Para a realizacdo desta andlise foi adicionada 0,5mg/ml de cada nanoparticula em
néctar de acerola. Os valores médios encontrados de Polifendis extraiveis totais e Atividade
antioxidante em néctar de acerola adicionado de nanoparticulas contendo extrato do subproduto
do processamento da acerola em matriz de Goma ardbica e Maltodextrina antes e apds a

digestao gastrointestinal simulada in vitro, encontram-se apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores das médias para os teores de polifendis totais para o néctar de acerola com
adi¢do de nanoparticulas antes e ap0Os a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Néctar de acerola - | Néctar de acerola -

Parametro nanoparticula A nanoparticula E
Polifendis totais mg AG/100g-1
(Antes da DGS in vitro) 6585,31+£219,66 6427,51+458,87
Polifendis totais mg AG/100g-1 631.19+25.13 554.13238,72

(Ap6s a DGS in vitro)
Bioacessibilidade (%) 9,59 8,62

Valores da médiatdesvio padrdo. AG: Acido gilico. DGS: Digestao gastrointestinal simulada in vitro.
Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Neste estudo, para compostos fendlicos totais foram encontrados valores de 6585,31
mg de 4cido galico/100g e 6427,51 mg de 4cido galico/100g, respectivamente, para os néctares de
acerola contendo nanoparticulas A e E antes da digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Tolun, Altintas e Artik (2016), salientam em seu estudo de microencapsulagao de
extratos de uva em matriz de goma ardbica e maltodextrina que os extratos de semente de uva
sdo sensiveis a variacdo de pH, a presenca de ions metdlicos, a luz, a temperatura, ao oxigénio
e as atividades enzimdticas, que podem ser facilmente afetadas por fatores fisicoquimicos que
criam um grande desafio para a incorporacdo destes compostos nos produtos alimentares. O
que pode ter ocorrido devido o néctar onde foi adicionada as nanoparticulas apresentar uma
matriz alimentar complexa.

Para a composi¢cao de polifenois totais apds a digestdo gastrointestinal simulada in
vitro, foram encontrados valores de 631,19 mg de acido galico/100g e 554,13 mg de &cido
gdlico/100g, respectivamente, para os néctares de acerola contendo nanoparticulas A e E,
conforme pode ser observado nas Tabela 9. Os niveis bioacessiveis de absor¢do foram de 9,59% e
8,62%, respectivamente, de polifendis totais, para os néctares de acerola contendo nanoparticulas

A e E, conforme pode ser observado na mesma tabela.
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O baixo percentual bioacessivel de polifendis pode ser justificado pelo fato de que
alguns polifendis estdo ligados a compostos macromoleculares que sdo ndo dialisdveis, ou ainda
que possam formar complexos minerais, diminuindo ainda mais sua solubilidade, explica
Bouayed, Hoffmann e Bohn (2011). Porém quando se observa o valor correspondente a essa
porcentagem percebe-se que ainda s@o valores considerados altos para polifendis.

Para a atividade antioxidante total foram encontrados valores de 10,86 uM de
trolox/g e 14,27 uM de trolox/g, respectivamente, para os néctares de acerola contendo

nanoparticulas A e E antes da digestdo gastrointestinal simulada in vitro (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores das médias para os teores de atividade antioxidante total para o néctar de
acerola com adi¢do de nanoparticulas antes e apds a digestao gastrointestinal simulada in

vitro.
" Néctar de acerola - | Néctar de acerola -
Parametro , ,
nanoparticula A nanoparticula E
Atividade antioxidante total pg
trolox/g-1 (Antes da DGS in 10,86+1,465 14,27+0,495
Vitro)
Atividade antioxidante total pg
trolox/g-1 (Ap6s da DGS in 8,47+0,658 11,262,424
Vitro)
Bioacessibilidade (%) 77,99 78,91

* Valores da média+desvio padrdo. AG: Acido gélico. DGS: Digestdo gastrointestinal simulada in vitro.
Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Deve-se considerar que, estruturas polifendlicas que apresentam uma elevada
atividade antioxidante in vitro, ndo necessariamente terdo esta mesma atividade apds a acdo das
enzimas gastrointestinais durante a digestao, salienta Lima et al. (2014).

Para a composi¢do da atividade de antioxidante total apds a digestdo gastrointestinal
simulada in vitro, foram encontrados valores de 8,47 uM de trolox/g e 11,26 uM de trolox/g,
respectivamente, para os néctares de acerola contendo nanoparticulas A e E, conforme pode ser
observado nas Tabela 10. Os niveis bioacessiveis de absor¢do foram de 77,99% e 78,91%,
respectivamente, da atividade antioxidante, para os néctares de acerola contendo nanoparticulas A
e E, conforme pode ser observado na mesma tabela. Percebe-se que mesmo a capacidade
antioxidante tenha apresentado valores baixos eles tem o indicativo de bioacessibilidade alto, e
consequentemente de uma boa absorcao.

Existem relatos na literatura demonstrando o potencial dos compostos fendlicos e

suas propriedades biolégicas. No entanto, ndo existem estudos sobre a bioacessibilidade in
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vitro de compostos fendlicos de um produto pronto como um néctar sendo este adicionado de
nanoparticulas para potencializar seu conteudo de polifendis aumentando sua funcionalidade.

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso de uma
matrix alimentar complexa como € um néctar pode ser limitada, devido aos problemas de
baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As principais
limitacGes sdo a agregacdo das particulas, a estabilidade quimica do polimero e, ainda, a
liberacdo prematura da substancia ativa, demandando novas pesquisas que tratem desse
assunto.

A aplicacdo de digestdo simulada gastrointestinal in vitro demonstra segundo
Lima et al. (2014) que, em alguns casos, apenas uma fracdo da quantidade total de nutrientes
nos alimentos € potencialmente bioacessivel. Os resultados obtidos com relacao aos polifendis
extraiveis totais e atividade antioxidante, mostram que a percentagem de absorcdo destes
compostos varia muito dependendo dos componentes do alimento e dos elementos da matriz.

He et al. (2017) testaram a liberacdo de nanoparticulas com antocianinas em
matriz de quitosana em fluido intestinal (pH = 7,2 %= 0,1) e constataram a liberacdao de

30,61% a 360 min.
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6 CONCLUSAO

A polpa de acerola apresentou qualidade em suas caracteristicas fisico-quimicas e
compostos bioativos, bem como os subprodutos do processamento da polpa de acerola
obtidos por despolpadeira e filtro rotativo, que se apresentaram como Otimas fontes de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante, representando grande potencial para
utilizacdo em formulagdes de nanoparticulas para enriquecimento de produtos alimenticios.

Os subprodutos de acerola podem ser considerados boa fonte de compostos
bioativos, apresentando-se como uma alternativa bastante promissora para obtencdo de
produtos encapsulados, ricos em compostos bioativos com atividade antioxidante,
confirmando seu potencial para ser empregado como aditivos na industria alimenticia. Dessa
forma, a utilizacdo deste subproduto, abundante e proveniente de fonte de baixo custo, pode
ser realizada por industrias alimenticias, como oportunidades de desenvolvimento de novos
produtos funcionais, além de reduc¢do de subprodutos agroindustrais e custo industrial,
promovendo positivo impacto econdmico e ambiental.

As nanoparticulas produzidas neste estudo tem potencial como aditivo alimentar
para ser incorporado como ingrediente funcional numa gama de alimentos e tambem melhorar
a sua estabilidade de armazenamento, tendo um imenso impacto na industria € no setor da
saude.

A matriz de goma ardbica e maltodextrina se mostrou eficiente pela retencio de
compostos como vitamina C, polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante em todas as
formulacdes, além de apresentar tamanho e distribui¢do das particulas com certa estabilidade,
o que demonstra pouca tendéncia a agregacdo quando em solucao.

Todas as nanoparticulas apresentaram-se como boa fonte de vitamina C, polifendis
e atividade antioxidante, o efeito dos agentes de encapsulacdo sobre esses parametos
apresentaram baixa taxa de degradagdo, sugerindo que os outros componentes do extrato do
subproduto liofilizado de acerola desempenham um papel no processo de encapsulagdo.
Recomenda-se o uso inicial das noparticulas A (1GA:1MA:1EXT) e E (1GA:1MA:2EXT)
por apresentarem resultados mais constantes, ndo se subestimando os resultados encontrados
para as outras nanoparticulas.

As nanoparticulas A e E foram estdveis durante o tempo de armazenamento de 44
dias a 50°C, correspondendo aproximadamente a 6 meses de armazenamento. Para a atividade
antimicrobiana ambas apresentaram atividade bacteriostética para L. monocytogenes e E. coli

e bactericida para E. coli, além de apresentar boa bioacessibilidade para polifendis e atividade
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antioxidante quando utilizada em nectar de acerola.
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