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RESUMO

A atividade agroindustrial gera residuos que ocasionam impactos ambientais, tendo,
contudo, potencial de reaproveitamento para a obtencdo de compostos bioativos,
como o residuo proveniente da fabricacdo de polpa de acerola (Malpighia emarginata
D.C.) que é rico em vitamina C. Assim, objetivando aproveitar esta vitamina, este
trabalho propb6s sua extragdo via gelificagdo ibnica (nanoencapsulagdo) com
quitosana e tripolifosfato de sodio. As suspensdes de nanoparticulas (NP) foram
caracterizadas e avaliadas suas estabilidades em diferentes condi¢des de estocagem
(incidéncia de luz, temperatura e atmosfera oxidante). Adicionalmente, filmes
nanocompositos (NC) obtidos a partir destas NP e matriz filmogénica de
galactomanana foram preparados, caracterizados e avaliada sua estabilidade. Os
resultados por Espalhamento de Luz Dinamico e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) indicaram morfologia homogénea, forma esférica e tamanho de ~220 nm.
Quanto a estabilidade da vitamina C nas suspensdes de NP, a andlise por
espectrofotometria no UV-visivel mostrou uma taxa de degradacdo bem menor para
a condicdo encapsulada, resultando em mais de 30% de preservagéo em comparagao
com os sistemas ndo-encapsulados ao final do 15° dia de estocagem. Esta
degradacgédo pbde ser satisfatoriamente representada pelo modelo cinético de primeira
ordem, em que os tempos de meia-vida dos sistemas encapsulados foram duas vezes
maiores (~20 dias) que os controles ndo-encapsulados (~10 dias). O valor da Energia
de Ativagdo para o processo de degradagao sob temperatura ficou em torno 20,1
kcal/mol, sendo esta a condi¢c@o que mais alterou as propriedades das nanoparticulas,
resultando em um aumento de tamanho para 405 nm. Em concordancia, os filmes NC
também resultaram em preservacdo da vitamina C principalmente para o teste em
temperatura elevada, o qual manteve cerca de 80% da concentragéo inicial, enquanto
que na condicdo ndo-encapsulada este valor caiu para 45%. A analise morfoldgica
desses filmes por MEV indicou boa distribuicdo das nanoparticulas na matriz de
galactomanana. No entanto, ndo foi possivel constatar diferenca significativa no perfil
de liberacéo da vitamina C encapsulada em comparagdo a ndo-encapsulada a partir
dos filmes. Desta forma, os resultados indicam a viabilidade do uso do método de
encapsulamento para estabilizag@o da vitamina C extraida do residuo agroindustrial
de acerola. O método proposto apresenta, portanto, potencialidade de aplicagdo em
filmes comestiveis para revestimento de frutas e preparacdo de embalagens ativas
com propriedades nutracéuticas.

Palavras-chave: Quitosana. Acerola. Vitamina C. Estabilidade



ABSTRACT

The agroindustrial activity generates waste that causes environmental impacts, but has
potentiality as source to obtain bioactive compounds. The residue from the production
of acerola pulp (Malpighia emarginata D.C.) is rich in vitamin C. Thus, aiming to make
good use of such vitamin, this work proposed its extraction through ionic gelation
(nanoencapsulation) with chitosan and sodium tripolyphosphate. Nanoparticle
suspensions (NP) were characterized and their stabilities were evaluated under
different storage conditions (incidence of light, temperature and oxidizing atmosphere).
In addition, nanocomposite films (NC) obtained from these NP and a filmogenic matrix
of galactomannan were prepared, characterized and evaluated their stability. The
results by Dynamic Light Scattering and Scanning Electron Microscopy (SEM)
indicated homogeneous morphology, spherical shape and size of ~220 nm. Regarding
the stability of vitamin C in the NP suspensions, the UV-visible spectrophotometric
analysis showed a much lower degradation rate for the encapsulated condition,
resulting in more than 30% of preservation compared to the non-encapsulated systems
at the end of the 15th day of storage. This degradation could be satisfactorily
represented by a first order kinetic model in which the half-life times of the
encapsulated systems were twice as long (~20 days) as the non-encapsulated controls
(~10 days). The value of activation energy for the temperature degradation process
was around 20.1 kcal/mol, which was the condition that most altered the properties of
the nanoparticles, resulting in an increase in size to 405 nm. In agreement, the NC
films also resulted in preservation of vitamin C mainly for the test in high temperature,
which maintained about 80% of the initial concentration, whereas in the non-
encapsulated condition this value fell to 45%. The morphological analysis of these films
by SEM indicated good distribution of the NP in the galactomannan matrix. However,
no significant difference was found in the release profile of encapsulated vitamin C
compared to non-encapsulated one. Thus, the results indicate the feasibility of using
the encapsulation method to stabilize vitamin C extracted from the agroindustrial
residue of acerola. The proposed method presents, therefore, potential of application
in edible films for fruit coating and preparation of active packaging with nutraceutical
properties.

Keywords: Chitosan. Acerola. Vitamin C. Stability.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras apenas da
China e india. As caracteristicas naturais de clima e solo favoraveis ao cultivo de
diversas espécies frutiferas s@o fatores que contribuem para este desempenho.
Atualmente, o pais registra um aumento na producdo de frutas, estimando-se que,
com base nos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), teria
chegado a 44 milhdes de toneladas, em 2017. A previsdo era superior a produgéo de
43,8 milndes de toneladas, reportada para 2016 (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2017).

Uma das culturas de destaque € a aceroleira (Malpighia emarginata D.C.),
reconhecida pela alta sintese natural de vitamina C e outros compostos bioativos em
seus frutos. Dado isto, e aliado ao seu sabor agradavel, a acerola tem sido explorada
comercialmente, sendo matéria-prima para o desenvolvimento de diversos produtos,
Como sucos, geleias, iogurtes, licores, barras nutritivas, dentre outros (MENEZES et
al. 2009; MERCALI et al. 2013).

Na atividade de processamento industrial de frutas, como acerola e outras, é
gerada uma quantidade muito grande de residuos, compostos principalmente de
casca, semente ou caroco e bagaco que, geralmente, é subaproveitado ou
simplesmente descartado. Estima-se que o total de frutas processadas para a
producdo de suco e polpas gere de 30 a 40% de residuos (MARTINS e FARIAS,
2002).

O aproveitamento desses residuos tem motivado muitos estudos e aplicacdes.
Do ponto de vista ambiental, a correta destinagéo destes residuos é desejada a fim
de minimizar o impacto ambiental e acumulo de lixo. Do ponto de vista tecnoldgico,
esses residuos podem ser reaproveitados para extracdo de moléculas e
macromoléculas com propriedades bioativas, tendo potencial de exploracédo
econbmica. S&o moléculas, por exemplo, como polissacarideos, lipideos, proteinas,
polifendis, vitaminas, dentre vérias outras classes (SOUSA et al. 2011).

Um tipo de residuo muito comum no Vale do S&o Francisco € o oriundo do
processamento da polpa da acerola. No caso da acerola, estudo anterior mostrou que,
no residuo do processamento, ainda se mantém uma quantidade significativa de
vitamina C residual (COSTA, 2012). Esta vitamina pode ser reaproveitada através de

processos de extragdo e estabilizagdo, visto que as vitaminas, principalmente a
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vitamina C, sdo compostos sensiveis e instaveis e que perdem as suas fungbes
guando expostos a temperatura inadequada, atmosfera oxidante (O2), umidade ou luz.
Uma solucdo para isto € empregar polissacarideos com poder quelante, como a
quitosana, que tem a capacidade de se ligar a vérios tipos de substancias e possibilitar
sua extragcdo e estabilizacdo. Adicionalmente, esses polissacarideos podem formar
também nanoparticulas que preservam consideravelmente a estabilidade destas
vitaminas (ALISHAHI et al. 2011; BRITTO et al. 2014; BRITTO et al. 2012).

O uso de nanoparticulas (NP) & muito promissor na &rea alimenticia, uma vez
que pode ser empregada como meio de transporte ou liberagdo de diversas
substancias. No caso das vitaminas, o encapsulamento pode ser ainda mais
interessante, por serem sensiveis e instaveis a determinadas condi¢cdes. As NP
podem ser introduzidas em matrizes filmogénicas, formando filmes comestiveis
nanocompdsitos (NC), que podem preservar estas vitaminas por mais tempo e com
aplicacdo como embalagem ativa para revestimento de frutas e hortalicas (BRITTO e
ASSIS, 2012). Um composto com potencialidade para formagé&o de matriz flmogénica
€ 0 polissacarideo galactomanana presente em semente de algaroba (Prosopis
juliflora), arvore muito comum no Nordeste.

Com base no exposto acima, este trabalho teve como objetivo principal a
extracdo da vitamina C a partir do residuo agroindustrial da producéo de polpa de
acerola e sua concomitante estabiliza¢g&o por nanoencapsulagéo via gelificacéo idnica
a partir de quitosana e tripolifosfato de sodio (TPP). Posteriormente, filmes NC
contendo NP de quitosana com vitamina C encapsulada foram preparados por casting,
empregando a galactomanana como matriz filmogénica. Com este estudo, foi possivel
oferecer alternativas vidveis de aproveitamento de residuos agroindustriais com
potencial para formacdo de filmes comestiveis, podendo ser ingrediente ativo em

formulagdes alimenticias, tanto para consumo humano como para ragao animal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter nanoparticulas de vitamina C encapsulada a partir de residuo do

processamento de polpa de acerola para preparacao de filmes comestiveis.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a melhor condicéo para extracdo de vitamina C a partir de
residuos agroindustriais de polpa de acerola, empregando o processo de
nanoencapsulagao;

e Caracterizar as nanoparticulas encapsuladas quanto ao tamanho,
morfologia e estabilidade da suspenséao;

e Avaliar a estabilidade dos sistemas nanoencapsulados submetidos a
diferentes processos de degradagdo (presenca de luz, temperatura
elevada e atmosfera oxidante);

e Preparar filmes nanocompdsitos (NC) composto de galactomanana e
vitamina C nanoencapsulada;

e Caracterizar os filmes NC quanto & morfologia e perfil de liberacdo de
vitamina C;

¢ Avaliar a estabilidade os filmes NC submetidos a diferentes processos de
degradacéo (presenca de luz, temperatura elevada e atmosfera oxidante)

e Avaliar as propriedades de cinética de liberagdo da vitamina C

nanoencapsulada em nanocompositos a base de galactomanana.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 IMPORTANCIA DA VITAMINA C

A vitamina C, também conhecida como acido ascérbico ou acido L-ascérbico,
€ uma cetolactona de seis carbonos (CsHsOs), coOm massa molar de 176,13 g/mol.
Pertence a um grupo organico chamado lactonas, que séo acidos carboxilicos que se
transformam em ésteres ciclicos, ou seja, ésteres de cadeia fechada que perderam
dgua espontaneamente. O Aacido ascorbico € um composto hidrossoluvel,
biologicamente ativo e instavel, com reconhecida atividade benéfica a salde humana.
Entre suas multiplas fun¢des, destaca-se sua capacidade de ceder e receber elétrons,
0 que Ihe confere um papel essencial como antioxidante (CORREIA; FARAONI e
PINHEIRO-SANT'ANA, 2008; ROJAS e GERSCCHENSON, 1997; VANUCCI e
ROCHA, 2012).

As principais fontes de vitamina C séo as frutas e hortalicas, nas quais se
encontram na forma livre e, também, unida as proteinas. Por ndo possuirem a enzima
gulonolactona oxidase, envolvida na biossintese do &cido L-ascorbico a partir de D-
glicose, os animais, dentre eles os seres humanos, ndo sintetizam a vitamina C. Para
estes, € necessaria a ingestédo diaria na dieta alimentar (LEHNINGER; NELSON e
COX, 2002).

A degradacgdo de vitamina C € um evento catabolico complexo que envolve
diversas reacbes de oxidagdo e reducgdo, produzindo moléculas intermediarias
menores. Dependendo das condigbes do meio, dois mecanismos de degradacao
podem ocorrer: aerobico e anaerdbico (YUAN e CHEN, 1998). Em condi¢bes
aerobicas, o acido ascorbico, potente agente redutor, se oxida facilmente e de modo
reversivel a acido dehidroascorbico (ADHA), porém ainda possui propriedades de
vitamina C (Figura 1). Continuando-se as reac¢des de oxidacao, a atividade bioldgica
da vitamina C se perde quando o ADHA se transforma irreversivelmente em acido 2,3-
dicetogulonico, produzindo, finalmente, hidroxifurfural (YUAN e CHEN, 1998; ROJAS
e GERSCHENSON, 1997; VANUCCI e ROCHA, 2012).
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Figura 1: Degradacéo aerébica do acido ascoérbico.
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Fonte: LAVARDA (2011).

A deficiéncia na ingestdo do &cido ascorbico torna-se fortemente evidente
qguando ocorrer a sintese defeituosa do tecido colagenoso e o desenvolvimento do
escorbuto, uma doenca que se caracteriza por afrouxamento dos dentes,
sangramento das gengivas, anemia, hemorragias, deficiéncia na cicatrizagao,
osteoporose e, em casos extremos, a morte (ALVES, 2004; VANUCCI e ROCHA,
2012).

Os principais fatores que podem afetar a degradagéo da vitamina C durante o
armazenamento, processamento e consumo incluem as condigdes de estocagem, 0
tipo de embalagem, a exposicdo ao oxigénio e a luz, a temperatura, a presenca de
catalisadores metélicos e enzimas e o pH (GREGORY lll, 1985; LAVARDA, 2011).

3.2 VITAMINA C NA AREA ALIMENTICIA

De acordo com a literatura, o 4cido ascérbico é quimicamente estavel em pH
acido, mas instavel quando em meio alcalino ou meio aquoso neutro. Também sofre
degradacdo intensa quando sujeito a determinadas concentracbes de oxigénio,
intensidade luz e temperatura. Dependo das condi¢cdes de preparo do alimento, ele
pode ser totalmente degrado (Maximum Cook Loose (MCL) = 100%) (GREGORY llI,
1985).
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Van Bree et al. (2012), analisando a cinética de degradacé&o do &cido ascorbico
em suco de fruta, relataram que, em condi¢des de ndo-stress, a vitamina C degrada-
se de forma irreversivel de acordo com um modelo de primeira ordem. Mesmo quando
conservados em condi¢cbes Otimas de temperatura, a maioria dos sucos naturais
perdem de 20 a 35% do seu teor inicial de vitamina C depois de um ano de
armazenamento (DE RITTER, 1976).

Sapei e Hwa (2014), investigando o efeito da temperatura de armazenamento e
da adicdo de acucar na perda de &cido bem como a cinética de degradacéo e a
influéncia de ascoérbico em sucos de morango, durante 8 horas, verificaram que a
reacao de degradacao da vitamina C seguiu os modelos cinéticos de ordem zero em
todos os tipos de sucos. Nos sucos sem adicdo de acUcar armazenados em
temperatura ambiente, a degradacdo de acido ascorbico foi quase que completa.
Analisando o mesmo efeito, Oliveira et al. (2013) demonstraram que houve uma
reducao significativa do teor de &cido ascorbico em suco integral de manga com o
aumento da temperatura, utilizando um modelo cinético de primeira ordem. Quando
verificado em macas, a degradacéo do &cido ascorbico seguiu uma reacéo de pseudo-
primeira ordem e a constante da taxa de degradagdo aumentou quando a temperatura
aumentou de 40 para 70 °C (TIMOUMI; MIHOUBI e ZAGROUBA, 2007).

Mercali et al. (2012), ao analisar o efeito do tratamento térmico por aquecimento
o6hmico e convencional na degradagéo da vitamina C em polpa de acerola, verificaram
que os gradientes de tensdo induziram maior degradacdo do acido ascorbico por
causa de reagdes eletroquimicas. A fim de avaliar a influéncia da presenca de oxigénio
sobre a degradacgéo da vitamina C em diferentes meios (puré de maca, puré de
cenoura, solugédo tampédo e 4gua ultrapura), verificou-se que a auséncia de oxigénio
nos meios testados preservaram quase que completamente a vitamina C (HERBIG;
MAINGONNAT e RENARD, 2016). Del-Valle et al. (2009) demonstraram que em
amostras minimamente processadas de mandarinas 'Clemenules’ em atmosfera
controlada com maior concentragdo de O apresentaram aumento da perda de
vitamina C comparada com aquelas com menor concentragéo de Oo.

Tentativas para fortificar leite com vitamina C resultou em perda de 35-40% ao
longo de 7 dias de armazenamento a 4 °C na auséncia de luz (ROSENTHAL; ROSEN
e BERNSTEIN, 1993). Quando este foi adicionado a um alimento sélido, como pao e
flocos de cereais, foram observadas altas taxas de perda: cerca de 80 e 40%,
respectivamente (STEELE, 1976).



20

Teixeira et al. (2006), ao verificar o efeito de diferentes condigbes de estocagem
sobre a degradacgéo do é&cido ascérbico em goiabadas industrializadas ao longo de
270 dias, concluiram que, a 30 °C, a retencdo de acido ascorbico foi menor quando
havia presenca de luz. Também avaliando a estabilidade e o efeito da luz sobre o
acido ascorbico, Maeda et al. (2007) observaram que, em néctares de camu-camu
armazenados sob luz e refrigeracédo durante 120 dias, houve perda de 12 a 14% do
teor de Acido ascorbico. As respostas indicam que a presenca de luz também é um
fator de degradacéo do acido ascorbico.

Com o objetivo de verificar o efeito do processamento da acerola sobre
componentes (vitamina C, antocianinas e carotenoides) do suco obtido, Maia et al.,
(2007) observaram que apos a etapa de pasteurizacdo houve uma diminuigdo da
concentracdo de vitamina C, devido a degradacgéo térmica do &cido ascorbico.

A preservacado de vitaminas adicionadas a alimentagdo animal é também uma
preocupagdo. Coelho (2002) revisou os fatores de estresse que podem influenciar a
estabilidade das véarias vitaminas adicionadas durante o processamento e
armazenamento em premixes e ragdes para ruminantes, apontando para os efeitos
da peletizagdo e extrusdo sobre a degradagédo de ingredientes. Guilherme et al.
(2009), avaliaram a degradacgdo do &cido ascérbico quando adicionados a racéo de
peixes contra varios fatores, como a estabilidade térmica, fotoquimica e lixiviagéo,
evidenciando que o contetdo de vitamina diminuiu em aproximadamente 60% depois

de 30 dias de armazenagem em meio aquoso.

Levando-se em consideragdo o fato de que os citrinos séo um dos maiores
contribuintes de vitamina C para o ser humano, ter conhecimento sobre fatores pés-
colheita que afetam o teor desta vitamina em frutas torna-se necessario. Mditshwa et
al., (2017) elaboraram uma revisao bibliografica em que relataram que os fatores de
degradacgédo da vitamina C em frutas citricas séo tratamentos pds-colheita, condi¢cdes
de armazenamento e estresse oxidativo. Tratamentos pds-colheita, tais como
revestimento de superficie, tratamento térmico, irradiacdo e modificag@o de atmosfera

levam a uma melhor conservagéo de vitamina C.
3.3 CARACTERISTICAS DO RESIDUO DO PROCESSAMENTO DE ACEROLA
A acerola destaca-se em razéo, especialmente, do seu elevado teor de &cido

ascorbico, seu potencial para industrializagcdo, bem como suas caracteristicas

nutricionais, acompanhados ao sabor e a textura apraziveis ao paladar do consumidor
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(MENEZES et al. 2009). No processamento de polpas de frutas, sdo gerados residuos
que, geralmente, sdo constituidos de casca, caro¢o ou sementes e bagaco. Durante
a producéo de suco ou polpa congelada da acerola, a prensagem desses frutos produz
residuos altamente fibrosos de coloragdo bastante intensa (Figura 2).

Figura 2: Residuos do processamento da acerola, coletados em trés etapas do processo:

triturador, despolpadeira e decanter; bem como em dois estadios de maturacgéo.

TRITURADOR DESPOLPADEIRA DECANTER
Estadio de maturacgao 1

Estadio de maturagao 2

Fonte: COSTA (2012).

Estes residuos, apesar de possuirem em sua composi¢ao vitaminas, minerais,
fibras, compostos antioxidantes e fendlicos, sdo desperdicados na maioria das
fabricas. Seu aproveitamento é possivel em produtos, como compotas, geleias, sucos,
barras de cereais e bolos, minimizando o desperdicio e gerando uma nova fonte
alimentar. Estes residuos também podem ser destinados para a alimentacdo animal
(racOes mistas) ou a producédo de fertilizantes (CAETANO et al. 2009; MOREIRA,
2007).

As cascas e as sementes sdo frequentemente os maiores componentes de
varios frutos e, em geral, ndo recebem a devida atencao, o que pode ser decorrente
da falta de valor comercial do bagaco. Vale destacar que as cascas e as sementes de
certos frutos exibem atividade antioxidante mais alta do que da polpa e que o perfil
dos fitoquimicos antioxidantes é diferenciado nestas partes do vegetal (SOONG e
BARLOW, 2004). A extracdo e o processamento dos compostos de interesse
presentes no bagaco de acerola poderiam aumentar o valor comercial da matéria-
prima e a rentabilidade do processamento da fruta (CAETANO et al., 2009; MOREIRA,
2007).
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SOUSA et al. (2011) investigaram o valor nutricional e compostos antioxidantes
presentes em residuos de polpas de frutas tropicais. Os resultados mostraram que 0s
residuos sé@o fontes potenciais de macronutrientes e compostos bioativos,
destacando-se os residuos de acerola e goiaba como os mais ricos em compostos
antioxidantes, como carotenodides totais, fendlicos totais e vitamina C. Em estudo
similar, Caetano et al., (2009) também analisaram a extragdo dos antioxidantes de
residuos agroindustriais, concluindo que os da fruta da aceroleira sédo fonte
promissora de antioxidante natural.

Braga et al. (2011) avaliaram o carater nutricional dos residuos de acerola verde
e madura, extraidos do processo de clarificagdo do suco, e concluiram que a farinha
obtida apresentou maiores quantidades de nutrientes que o material fresco,
destacando-se a alta concentragdo de vitamina C e fibras. Desta forma, evidenciou-
se o0 bom potencial de utilizacdo destas farinhas para o enriquecimento de produtos
alimenticios.

Também foi verificada a composi¢cdo nutricional de farinhas de residuos da
producéo de sucos de uva e acerola por Storck et al. (2015), que apresentaram teores
de proteina de 8,2% a 15,6% e de 8,3% a 12,1%, respectivamente. Portanto, uso
destes residuos na alimentacdo humana pode ser recomendado, melhorando o valor
nutricional de preparagdes alimenticias, pelo fornecimento de fibras, proteina, cinzas

e polifendis.
3.4 ESTABILIZACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS POR NANOENCAPSULACAO

Tendo conhecimento que acidos graxos poli-insaturados (AGPI) possuem efeitos
benéficos & salde humana e que os peixes e animais sdo as fontes mais ricas de
AGPI na dieta humana, Ghorbanzade et al. (2017) utilizaram nanolipossomas para
nanoencapsular 6leo de peixe na tentativa de fortificar iogurte. No geral, a
encapsulagcdo das nanolipossomas resultou numa redugéo significativa da acidez,
aumento da estabilidade dos AGPI presentes no 6leo de peixe. Por sua vez, a adicao
de 6leo de peixe nanoencapsulado no iogurte resultou em caracteristicas mais
proximas a amostra de controle em termos de caracteristicas sensoriais do que o
iogurte com 0Oleo de peixe livre (ndo encapsulado).

Do Prado Silva et al. (2017) nanoencapsularam a luteina em matriz de
polivinilpirrolidona (PVP) pelo método de dissolucdo em solvente comum, visando

aumentar sua estabilidade e biodisponibilidade, e verificaram seu efeito na memoria
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de camundongos. Os resultados indicaram que as NP de PVP apresentaram
morfologia esférica, tamanho uniforme e que a encapsulagéo foi capaz de aumentar
em 43 vezes a solubilidade em agua da luteina. Os testes in vivo mostraram que a
administracdo de nanoparticulas carregadas de luteina ndo alterou os parametros
inflamatoérios no plasma, figado e cérebro de camundongos. Nesse sentido, as
nanocapsulas de PVP carregadas com luteina podem ser uma alternativa vantajosa
para aumentar a solubilidade em 4gua e para melhorar a memadria de camundongos
sem causar danos inflamatorios.

Existem muitas maneiras de reduzir a perda de ingredientes bioativos, como as
vitaminas, em produtos nutracéuticos (PEREZ-MASIA et al. 2015). Entre esses, a
nanoencapsulacdo polimérica tem sido utilizada para proteger vitaminas sensiveis
contra a influéncia externa. A nanoencapsulacao geralmente é feita pelo processo de
gelificagéo idnica, que oferece vantagem por sua relativa simplicidade de preparagéo
e a auséncia da necessidade de se utilizar solventes organicos. Técnica esta que
consiste no estabelecimento de ligagdo cruzada inter- e intramolecular entre um
polieletrélito, por exemplo, quitosana, e um poliion, tal como tripolifosfato de sodio
(TPP). O sistema se mantém estavel a partir de for¢a eletrostética entre os ions de
cargas opostas. No entanto, as caracteristicas das NP s&o altamente dependentes do
polimero, das concentracdes do agente de reticulagédo, do pH e da presenca de uma
terceira espécie (especialmente, a substéncia encapsulada) (BRITTO et al. 2014;
BRITTO et al. 2012, SALAZAR, 2015).

Utilizando o processo de gelificagdo ibnica, foram preparadas NP de
quitosana/TPP carregadas com polpa de jujuba e extrato de sementes para aumentar
sua estabilidade. Os resultados mostraram boa eficiéncia de encapsulamento (EE),
sendo superior a 80% para todas as condi¢des de preparacgéo. A estabilidade da polpa
de jujuba e extrato da semente também foram efetivamente aumentadas pela
nanoencapsulacao, tornando-se, assim, ingrediente util na formulacéo alimentar (HAN
et al., 2015).

A viabilidade de encapsulamento de vitaminas C, B9 e B12 em quitosana/TPP e
em trimetil quitosana/TPP foi previamente confirmada em estudos anteriores, nos
quais as mudancas estruturais e quimicas foram relacionadas e discutidas por meio
de analises espectroscépicas (*C-RMN no estado solido e infravermelho) e
morfolégica (Microscopia de Forga Atdbmica e Microscopia Eletrénica de Varredura)

(BRITTO et al. 2012). No geral, NP de quitosana e TPP tém morfologia esférica e
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tamanho por volta de 200 nm, aumentando consideravelmente quando ocorre a
encapsulacdo da vitamina. A cinética de liberacdo dessas vitaminas em meio aquoso
mostrou ser dependente do pH e que propriedades fisico-quimicas como massa molar
e solubilidade da vitamina influenciam grandemente o perfil de liberagédo (BRITTO et
al. 2014).

As mudangas no processamento e a crescente exigéncia do consumidor por
alimentos mais naturais, com uma vida util prolongada, mantendo a qualidade
nutritiva, tem sido buscado rotineiramente. Um dos materiais poliméricos mais
utilizados em aplica¢des na inddstria de alimentos é a quitosana, devido as suas
propriedades peculiares, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxidade.

Seu uso, caracteristicas quimicas e fisicas serdo discutidos a seguir.
3.4.1 Quitosana

A quitosana € um polimero natural obtido a partir da quitina, o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, sendo o principal
componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos, presente também em alguns
moluscos ou em parede celular de fungos e leveduras (ABREU et al. 2013; SHAHIDI;
ARACHCHI e JEON, 1999). A quitina (Figura 3) € um polimero linear cuja cadeias séo
constituidas por unidades N-acetilglicosamina unidas por ligacdes 3(1—4), enquanto
a quitosana é derivada da N-desacetilacdo da quitina, processo que raramente é
completo (DASH et al., 2011; SOARES, 2012).

Quimicamente, a quitosana (Figura 3) se apresenta na forma de um copolimero
composto por unidades estruturais de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) e 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo
B (1—4), porém com a unidade de glicosamina (GIcN) em maior proporgao
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Geralmente, é dificil de se obter quitosana com
elevado grau de desacetilacdo, pois, & medida que este aumenta, a possibilidade de
degradacgéo do polimero também aumenta. Quando o grau de acetilacdo é inferior a
50% a quitina passa a ser chamada de quitosana (CAMPANA-FILHO et al. 2007;
SALAZAR, 2015; SILVA; DOS SANTOS e FERREIRA, 2006).
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Figura 3: Representacao da estrutura primaria da quitina e quitosana.

Quitina: R = COCHj,4
Quitosana: R = H (G/eN) ou COCH; (GleNAc)

Fonte: GONSALVES et al. (2011).

No processo para obtengdo da quitosana via N-desacetilagdo da quitina, o0s
grupos acetamido (-NHCOCH3) das unidades de N-acetilglicosamina (GI-NAc)
remanescentes do precursor sdo convertidos em grupos amino (—NH2), em taxas
variadas, para originar o heteropolissacarideo com diferentes graus meédios de
substituicdo (GONSALVES et al. 2011).

O método comumente empregado na desacetilagdo da quitina para obtencéo da
quitosana consiste em utilizar solugcéo bésica quente (= 80 — 130 °C) concentrada de
NaOH (= 40 — 60% m/v) durante varias horas. As condicbes empregadas nesse
processo, tais como a concentragdo da solucéo alcalina e a razéo quitina/solucao
alcalina, o tamanho das particulas de quitina, a temperatura, o tempo e a atmosfera
de reacgdo, afetam as caracteristicas da quitosana obtida, como massa molar e grau
de desacetilagdo. Este Ultimo representa a porcentagem de grupos amina livre e esta
fortemente vinculado com a solubilidade do polimero (KUMAR, 2000; ROBERTS,
1992).

A quitosana é soluvel em é&cidos diluidos (pH < 6), devido & protonagdo dos
grupos amino livres (-NHs") de suas unidades glicosamina, enquanto que em meios
neutros e alcalinos ela é insollvel, o que limita muitas de suas aplica¢des potenciais.
Assim, nessas condi¢des de 4cido diluido, a ocorréncia de cargas positivas confere a
quitosana caréater de polieletrdlito catidnico (ABREU et al. 2013; CAMPANA-FILHO et
al. 2007; SALAZAR, 2015;). Desta forma, a quitosana torna-se um material especial
de interesse cientifico e tecnoldgico, apresentando diversas propriedades como

bioatividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxidade, acéo polieletrolitica,
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habilidade em formar gel e filme, habilidade de quelacé&o e capacidade adsortiva. Com
estas propriedades, este material polieletrélito tem potencial de aplicagcdo em diversas
adreas como alimentos, cosmeéticos, agricultura, farmécia, biologia, medicina e
nanotecnologia (DASH et al. 2011; SHAHIDI; ARACHCHI e JEON, 1999).

3.4.2 Tripolisfosfato de sédio (TPP)

Tripolifosfato de sodio (TPP) ou pentassédio trifosfato € usualmente
representado pela férmula molecular NasPsO10. E um agente reticulante, ndo toxico e
possui a capacidade de formar géis por interagdo idnica com a quitosana. A
preparacao de nanoparticulas de quitosana e TPP € muito comum porque no processo
€ desnecessério o uso de solventes organicos (PEREZ; MELCHIADES e BOSCHI,
2009; SALAZAR, 2015). Neste trabalho, o TPP foi utilizado como agente reticulante
no processo de nanoencapsulagao por gelificagcdo ibnica com a quitosana. A Figura 4

mostra a interacé@o entre os ions fosfatos do TPP e os grupos amino da quitosana.

Figura 4: Interacao idnica entre a quitosana e o tripolifosfato de sodio (TPP).
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Fonte: SALAZAR (2015).
3.5 NANOCOMPOSITOS A PARTIR DE POLISSACARIDEOS

Os nanocompoésitos (NC) sdo materiais hibridos em que pelo menos um dos
componentes tem dimensfes nanometricas (1-100 nm). Os componentes de um NC
podem ser de natureza inorgéanica/inorganica, inorganica/organica ou ainda
organical/organica. NC a base de polissacarideos tém despertado enorme interesse
devido as suas diversas aplicabilidades e & sua capacidade em melhorar as

propriedades mecéanicas e térmicas quando comparados a polimeros sintéticos ou
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compasitos fora da escala nano (ESTEVES; BARRO-TIMMONS e TRINDADE, 2004).
A incorporagdo de cargas inorganicas em polimeros origina materiais com maior
resisténcia mecanica, maior estabilidade térmica ou com propriedades O6pticas,
magnéticas ou elétricas superiores (COELHO, 2008). As cargas, tendo dimensdes
nanométricas, apresentam uma area de superficie elevada, promovendo melhor
dispers@o na matriz polimérica e por isso uma melhoria das propriedades fisicas do
compgasito, que dependem da homogeneidade do material (ESTEVES; BARRO-
TIMMONS e TRINDADE, 2004).

Similarmente, NP tém uma éarea de superficie elevada. Quando dispersas em
matrizes poliméricas, promovem alteracdes nas propriedades da matriz, relacionadas
com a intera¢@o quimica especifica entre as cargas e o polimero. Por exemplo, Dos
Santos et al. (2017) desenvolveram NC de quitosana incorporado com NP de poli
(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) para o potencial tratamento da infeccdo por herpes.
No trabalho de Kanmani e Rhim (2014), NP de prata, quando adicionadas a filmes de
gelatina, aumentaram as propriedades de barreira dos filmes, além de atribuir
propriedades antimicrobianas a eles.

Adicionalmente, a preparacdo de NC de matriz polimérica permite em muitos
casos encontrar um compromisso entre um baixo custo, devido & utilizagdo de menor
guantidade de carga, e um elevado nivel de desempenho, que pode resultar da
sinergia entre os componentes. Por exemplo, filmes bio-nanocompdésitos de matriz de
polissacarideo de carboximetilcelulose e amido reforcado com nanocristais de
celulose foram obtidos com o objetivo de melhorar suas propriedades para aplicages
em embalagem (EL MIRI et al. 2015). Lorevice, Moura e Mattoso (2014) sintetizaram
NC de polpa de maméao e NP de quitosana e observaram melhorias nas propriedades
mecanicas, de barreira ao vapor de agua, e térmicas dos filmes NC. Além desses, NC
de polimero biodegradavel poli(succinato de butileno) (PBS) e argila montmorilonita
organofilica foram sintetizados com o objetivo de melhorar as propriedades do
polimero, como, a formagédo de compdésitos com estruturas esfoliadas, intercaladas,
além dos tactoides (aglomerados) (FERREIRA et al. 2014).

Um fato relevante € que estes materiais de refor¢co para preparagdo de NC
podem ser extraidos ou obtidos de rejeitos agroindustriais como fibra de coco, o
bagaco da cana-de-agucar (nanocristais de celulose), da casca do ovo (cristais de

calcio) e de residuos agricolas de mandioca (EL MIRI et al. 2015).
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Da mesma forma, a matriz polimérica para a preparacgédo dos filmes NC também
pode ser obtida a partir de residuos agroindustriais e fontes renovaveis como 0s
polimeros naturais. Esta €, de fato, uma das principais tendéncias da industria
atualmente, em que filmes comestiveis sdo utilizados como alternativa ao uso de
recursos nao-renovaveis para preparacdo de material de embalagem, bem como
aumentar a capacidade de preservacéo de alimentos a fatores externos (CERQUEIRA
et al. 2011).

Dentro desse contexto destaca-se a Prosopis juliflora, comumente conhecida
no Brasil como algaroba ou algarobeira, com distribuigdo muito comum no Nordeste.
Possui, como fonte de energia para o embrido, um endosperma composto por um
polissacarideo neutro denominado galactomanana (BENTO et al. 2013). Este
polissacarideo destaca-se pela sua potencialidade de formacao de matriz filmogénica
a partir de solugdes aquosas. Esta aplicagdo é uma alternativa interessante, de baixo
custo e amplia a potencialidade de aproveitamento desta espécie classificada como
invasora no bioma Caatinga. Nesse trabalho, este polissacarideo foi utilizado como
matriz polimérica para preparagdo de filmes, por meio da utilizacdo de fracGes
extraidas de vagens da algaroba, que, devido a sua propagacdo desordenada e
auséncia de mecanismos para aproveitamento, € pouco explorada (PEGADO et al.
2006).

3.5.1 Galactomanana

Galactomananas séo polissacarideos derivados do endosperma de sementes
de plantas, especialmente leguminosas (BENTO et al. 2013; CERQUEIRA et al. 2011,
CERQUEIRA et al. 2009). Sua estrutura é formada por uma longa cadeia principal de
D-manose, ligadas através de ligagbes B(1->4) que conferem rigidez a sua
conformagéo, com ramificagc6es simples de D-galactose, substituidas de forma a(1->6)
(Figura 5) (POLLARD et. al. 2010).
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Figura 5: Estrutura quimica parcial de uma galactomanana presente em edosperma de

sementes.

Manose

Galactose

Fonte: CASTRO (2007).

A razdo entre as unidades manose/glactose varia de acordo com a sua fonte,
a espécie leguminosa e o processo de extragdo (BENTO et al. 2013). O tamanho da
cadeia principal e o numero e o comprimento das ramificacbes estdo diretamente
relacionados a sua aplicacao técnica. Em geral, quanto maior o teor em D-galactose,
maior a sua solubilidade em agua, ou seja, aquelas que possuem menos que 10% de
D-galactose em sua composigdo irdo precipitar (AZERO e ANDRADE, 1999). Na
familia Leguminosae, ndo sao encontradas mananas puras (pouco ramificadas) e o
grau de ramificacdo é de, no minimo, uma unidade de galactose a cada quatro
unidades de D-manose (BUCKERIDGE et al. 2004).

A principal aplicagdo da galactomanana ocorre como agente estabilizante e
emulsificante, podendo ser assim utilizada na industria de alimentos, cosméticos,
téxtil, farmacéutica e biomédica (CERQUEIRA et al. 2009; AZERO e ANDRADE,
1999). Além disso, estudos recentes mostram que a galactomanana possui
interessante potencial para ser utilizada na formulacéo de filmes para embalagens e
revestimentos, aliando a sua propriedade de formar solugdes viscosas a baixas
concentragdes com o fato de sua capacidade de se ligar & 4gua (CERQUEIRA et al.
2011).
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3.6 TECNICAS PARA AVALIACAO DA EFICIENCIA DA NANOENCAPSULACAO

3.6.1 Espectroscopia de absorcédo naregido do UV/Visivel

A espectroscopia € o estudo da interacdo entre a matéria e a radiagdo
eletromagnética. Dentre os métodos espectrométricos, o de absor¢do molecular na
regido do espectro eletromagnético referente ao ultravioleta e ao visivel (UV-VIS) é
uma das técnicas analiticas mais empregadas, devido ao custo ser relativamente
baixo, possuir grande nimero de aplicagbes desenvolvidas e robustez. As variaveis
que influenciam a regido de absor¢cdo do espectro pela substancia, incluem pH,
temperatura, solvente empregado, concentracdo de eletrélitos e os componentes da
amostra (BRUICE, 2006; SKOOG; HOLLER e NIEMAN, 2002).

Segundo Bruice (2006), a espectroscopia no UV/Vis fornece informagdes sobre
as substancias com ligacdes duplas conjugadas. A luz ultravioleta é a radiacao
eletromagnética com comprimento de onda entre 180 e 400 nm (nandmetros),
enquanto a luz visivel possui comprimentos de onda entre 400 e 780 nm. A luz na
regido do ultravioleta e visivel possui energia suficiente apenas para provocar
transicdo eletrénica, ou seja, os elétrons estdo em orbital molecular de mais baixa
energia (estado fundamental), quando a molécula absorve luz num determinado
comprimento de onda apropriado o elétron é promovido para um orbital molecular de

mais alta energia (estado excitado).

Como observado na Figura 6, a transicao eletrdnica com a mais baixa energia
€ a promogdo de um elétron ndo ligante (livre) para um orbital molecular * antiligante
e a transigdo eletrdnica de mais alta energia é a promocao de um elétron de um orbital
molecular ligante para um orbital 7* antiligante. Isso significa que substancias

organicas com elétrons = podem produzir espectros do UV/Vis.



31

Figura 6: Energias relativas dos orbitais moleculares.
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Fonte: BRUICE (2006).

Espectrofotdmetros utilizados na regido do ultravioleta e visivel apresentam,
basicamente, fonte continua de radiacao (por exemplo, uma lampada de tungsténio);
um monocromador para sele¢cdo de uma faixa estreita de comprimentos de onda que
atravessam a solugdo contendo o analito, um compartimento para insercdo de
solugcbes de amostras no feixe de luz monocroméatica (por exemplo, cubetas) e um
dispositivo para detec¢cédo da medida da intensidade de radiagdo e uma unidade de

leitura e de processamento de sinal (Figura 7).

Figura 7: Componentes principais de um espectrofotdmetro de feixe simples.

Fon?es de g Monocromador | Compartimento
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processamento de dados deteccao

A espectroscopia de absor¢céo esta baseada na medida de transmitancia (T) ou
absorbancia (A) de solugbes contidas em células transparentes a luz ultravioleta e

visivel, por exemplo, quartzo, através um caminho Optico determinado em
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centimetros. A Equacdo 1 mostra a quantidade de luz absorvida (A) que esta
relacionada diretamente com a concentracdo do soluto (C) em determinada solugéo,
por meio da lei de Lambert-Beer, ou simplesmente lei de Beer (BRUICE, 2006;
SKOOG; HOLLER e NIEMAN, 2002):

A= —logT = Iog% =¢ebC (Equagéo 1)
em que:

Po = intensidade da radiagdo que incide sobre a amostra;
P = intensidade da radiacdo que emerge da amostra;
C = concentragédo da amostra, em mol/L;
b = comprimento do caminho percorrido pela luz através da amostra, em cm;
€ = absortividade molar (litro mol/cm).
Neste trabalho, o uso da técnica UV/Vis tornou-se relevante para quantificacao

de vitamina C presente nas solugdes.

3.6.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering - DLS) é
uma técnica ndo destrutiva utilizada para medir o tamanho de particulas,
macromoléculas e proteinas em tamanho inferior ao micron dispersa em um liquido.
O espalhamento de luz dinamico esta relacionado ao movimento aleatério (flutuacdes)
das particulas em solucdo, devido as diferencas de densidade decorrentes da
aglomeracdo de particulas e variacdo de numeros de moléculas no volume disperso
(PETTA, 2006).

Quando uma fonte de luz laser incide sobre a solugéo, ela pode ser espalhada
ou absorvida pelas particulas do meio. O instrumento usado na técnica do DLS
registra a luz espalhada, cuja particulas espalham luz com intensidades diferentes.
Assim, particulas com diametro pequeno se movimentam rapidamente, a luz
espalhada mostra flutuagbes rapidas. Por outro lado, particulas maiores se
movimentam mais lentamente, de modo que a luz espalhada apresenta flutuacoes
mais lentas. Portanto, a variacdo de intensidade da luz espalhada carrega
informac¢des importantes sobre o tamanho de particula. Com o coeficiente de difuséo
e viscosidade do solvente conhecidos, o raio hidrodindmico pode ser calculado a partir

da equacao de Stokes—Einstein (Equagéo 2):
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6mnD

Ry = (Equacéo 2)

onde, ‘K’ € a constante de Boltzmann, ‘T’ é a temperatura absoluta, ‘r]’ a viscosidade

do solvente e ‘D’ a constante de difusao.

3.6.3 Potencial zeta

O potencial zeta € uma técnica utilizada para predizer a estabilidade de uma
suspensdo. A medida do potencial zeta leva a determinacdo da carga eletrostatica
superficial de pequenas particulas soélidas dispersas no meio, que se correlaciona com
a repulsdo eletrostética entre elas. Altos valores de potencial zeta significa que a
densidade de cargas de um mesmo sinal sobre as particulas € alta, tendo como
consequéncia a repulsdo mutua entre elas, logo a estabilidade & maior. De um modo
geral, quanto maior o valor do potencial zeta, mais provavel a estabilidade da
suspenséo, pois as particulas carregadas se repelem, e essa forga supera a natural
agregacdo das particulas. O valor ideal deve ser maior ou igual a +/- 30 mV

(SCHAFFAZICK et al. 2003).

3.6.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma das técnicas da
microscopia mais utilizadas, sendo um instrumento muito versatii e usado
rotineiramente para a observagdo morfolégica, atuando na andlise das caracteristicas
microestruturais de materiais solidos.

O principio de um microscépio eletrdnico de varredura consiste em utilizar um
feixe de elétrons extremamente estreito para explorar a superficie da amostra, ponto
a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica com
varredura perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente, o feixe é
acelerado pela alta tenséo criada entre o filamento e o &nodo. O resultado da interagdo
entre o feixe de elétrons incidente e a superficie da amostra é a producéo de elétrons
secundarios e/ou elétrons retroespalhados que s&o acelerados por um detector e seus
sinais amplificados, gerando imagens da topografia da amostra (DEDAVID, GOMES
e MACHADO; 2007). O MEV convencional apresenta uma coluna Optico-eletronica
adaptada a uma camara com porta-amostra aterrado, sistema eletrénico, detectores

e sistema de vacuo (Figura 8).
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Figura 8: Desenho esquematico dos componentes basicos do microscépio eletrdnico de

varredura.
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Fonte: DEDAVID et al. (2007).

O MEV é um aparelho que pode também fornecer rapidamente informacdes
sobre a identificag@o de elementos quimicos de uma amostra sélida. Sua utilizacdo é
comum em biologia, odontologia, farmacia, engenharia, quimica, metalurgia, fisica,
medicina e geologia (DEDAVID, GOMES e MACHADO; 2007). A principal razéo de
sua utilidade é a alta resolugdo que pode ser obtida quando as amostras séo
observadas. Instrumentos de pesquisa avancada s&o capazes de alcancar uma
resolucdo melhor que 1 nm (NAGATANI et al. 1987). Outra caracteristica importante
do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem das amostras. Permite, também, o
exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que €
extremamente Util, pois a imagem eletrdnica complementa a informacéo dada pela

imagem optica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Os residuos do processamento de polpa de acerola utilizados neste trabalho
foram cedidos pela empresa Niagro-Nichirei do Brasil Agricola Ltda, industria que
processa a acerola para obtengéo de polpa e suco concentrado, localizada no distrito
industrial, lotes14/17, em Petrolina-PE. Os residuos utilizados foram gerados na etapa
de processamento que usa o triturador, a partir das cultivares de acerolas Okinawa e
Flor Branca. Solventes e reagentes como tripolifosfato de sodio (TPP, 85% Sigma —
Aldrich ®); quitosana (Chi) de peso molecular médio (75 - 85% desacetilada),
adquirida da Sigma - Aldrich ®, acido acético (HAc) (Vetec ®, 99,7%); &cido
metafosforico P.A. (Vetec ®); &cido cloridrico (HCI 37%, Alphatec ®); acido oxalico
dihidratado P.A. (Vetec ®, 99,5 — 102,5%) e &cido L(+) ascorbico (vitamina C) P.A.
(Vetec ®); alcool etilico absoluto P. A. (Ciavicco ®, 99,5%), foram utilizados na forma
que adquiridos comercialmente, sem purificagdo prévia. Para a preparagéo dos filmes
nanocompdsitos foi utilizada galactomanana extraida da semente de algaroba,

coletada na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.
4.1 METODOS
4.1.1 Construcao da curva de calibracéo de 4cido ascoérbico

Para construir a curva de calibracdo por espectrofotometria no UV-Visivel foram
testados alguns solventes para a preparagdo da solugédo estoque. Para isso, foram
dissolvidos 30 mg de &cido ascorbico em: acido oxalico 0,5% (m/v), acido acético 0,1%
(v/v), &cido cloridrico 0,1% (v/v) e &cido metafosférico 1,0% (m/v). Todas as solucbes
foram preparadas em volume de 100 mL. Aliquotas de 100, 200, 300, 400, 500 e 600
uL dessas solugdes foram diluidas para 10 mL nos respectivos acidos que contém
para construir a curva de calibragéo.

A andlise foi realizada em temperatura ambiente com leitura de varredura no
intervalo de 200 a 400 nm, tendo 242 nm como pico méaximo para a vitamina C. O
aparelho utilizado foi da marca Thermo Scientific, modelo MultiSkan GO (Figura 9).

Todos os dados foram tratados utilizando o programa computacional Origin Pro 8.0.
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Figura 9: Espectrofotometro (UV-Vis) Thermo Scientific, modelo MultiSkan GO.

4.1.2 Estudo preliminar de diferentes sistemas de extragcdo de vitamina C

A fim de se determinar qual o melhor sistema para a extragéo da vitamina C,
foram estudadas cinco condi¢cfes diferentes. O procedimento pode ser dividido em
duas etapas, sendo a primeira a de extracao do residuo e na segunda, o volume é
completado com diferentes solugdes. A Tabela 1 resume as cinco extragdes obtidas.
A primeira etapa consistiu em pesar 5 g do residuo Umido de polpa de acerola em
tubo Falcon com 50 mL de capacidade, adicionar as diferentes solu¢cdes extratoras
(Tabela 1) e agitar manualmente por cerca de 30 segundos. Em seguida, a mistura do
residuo do processamento de polpa e as solu¢des extratoras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 min, a 8 °C, para a separacao do residuo sélido, obtendo-se, assim,
0 extrato sobrenadante rico em vitamina C. As solugbes extratoras a partir de
quitosana foram preparadas previamente, dissolvendo-a sob agitacdo magnética,
durante aproximadamente 4 horas. Para a segunda etapa, o extrato sobrenadante foi
transferido para um baldo volumétrico com 100 mL de capacidade (Figura 10) e

completado o volume com as diferentes solu¢des, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Diferentes sistemas extratores empregados na obtencao da vitamina C a partir do

residuo de processamento da acerola.

Extratos

Primeira Etapa

(Solucgdes extratoras)

Segunda Etapa (Solugdes a

completar o volume para 100 mL)

Extrato 1 (Condigéo

40 mL de acido oxalico

Completou-se com acido oxalico a

controle) 0,5% (m/v) 0,5% (m/v)
50 mL de solucao
aguosa de quitosana Completou-se com acido acético a
Extrato 2 )
(3 mg/mL) em &cido 0,1% (m/v)
aceético 0,1% (v/v)
50 mL de solugéo
aguosa de quitosana Completou-se com acido oxalico a
Extrato 3 .
(3 mg/mL) em &cido 0,5% (m/v)
aceético 0,1% (v/v)
50 mL de solucao
aquosa de quitosana | Completou-se com acido cloridrico
Extrato 4
(3 mg/mL) em HCI 0,1% (v/v)
0,1% (viv)
50 mL de solugéo
aguosa de quitosana Completou-se com acido oxalico a
Extrato 5

(3 mg/mL) em HCI
0,1% (viv)

0,5% (m/v)

Figura 10: Solucdes extratoras contendo vitamina C do residuo do processamento de polpa

de acerola.
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A capacidade de preservacgao foi feita expondo-se os diferentes sistemas de
extratos a luz fluorescente com intensidade de 5,88 lux, (dpUNION, DPU-220) durante
3 dias, initerruptamente, a 25 °C, em camara tipo B.O.D. localizada no laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Semiarido (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA), em Petrolina-PE. Por fim, aliquotas de 200 uL dos extratos foram
diluidas para 10 mL de acido metafosforico 1,0% (m/v) para quantificar a vitamina C

por espectrofotometria no UV-visivel (COSTA, 2012).

4.1.3 Teor de &cido ascoérbico (AA)

Para calcular o teor de vitamina C no residuo seco de polpa de acerola,
inicialmente pesou-se 1 g de residuo e deixou em estufa a 105 °C durante 24 horas.
Apos secagem, as amostras foram pesadas e, por diferenca de massa, calculou-se a
quantidade de massa seca. O experimento foi realizado em triplicata. O teor de AA

presente no residuo seco foi calculado de acordo com a Equacéo 3:

Teor de AA = massa AA da extragio (mg) (Equa(;éo 3)

massa seca (g)

em que, a quantidade de massa AA da extragdo, foi calculada com base nas
concentragdes quantificadas pela espectrofotometria UV/Vis. Os resultados foram

expressos em mg/100 g.

4.1.4 Estabilizacdo da vitamina C extraida do residuo do processamento de

polpa de acerola via nanoencapsulagao

A estabilizacdo ocorreu via gelificacdo ionotropica a partir de solugdo de
guitosana, contendo a vitamina C e o TPP. O solvente escolhido para a quitosana foi
o0 HCI 0,1% (v/v), conforme os melhores resultados apresentados no estudo preliminar
descrito no item 4.1.2. Assim, o processo de extragdo da vitamina C para este estudo
foi conforme o procedimento para obtencdo dos extratos 4 e 5 (primeira etapa),
consistindo de 50 mL de solu¢&o de quitosana em HCI. Apds a centrifugacao, o extrato
sobrenadante foi submetido a gelificagcdo ibnica com solucdo de TPP. Para efeito de
comparacdo, foi preparado também um sistema controle, contendo 60 mg de vitamina
C pura adicionada a 50 mL de solugdo de quitosana em HCI. A solug&o assim obtida

foi também submetida & gelificagéo ibnica, nas mesmas condi¢des.
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A solugéo de TPP (60 mg em 50 mL de &gua) foi colocada em uma bureta e
gotejada sobre as solugdes de quitosana e extrato ou vitamina C sob agitagdo, em
temperatura ambiente, para a formacédo das NP pelo mecanismo espontaneo de
gelificagéo idnica. A taxa de adi¢cdo da solu¢ao de TPP foi de 1 mL/min. As suspensdes
de NP foram denominadas NPex e NPy respectivamente para NP obtidas a partir do
extrato do residuo e as obtidas a partir da vitamina C pura (BRITTO et al., 2014;
BRITTO et al., 2012).

4.1.5 Estudo da estabilidade da vitamina C nanoencapsulada em diferentes

condicdes

A estabilidade da vitamina C quando nanoencapsulada foi avaliada em trés
condi¢des: incidéncia de luz fluorescente, temperatura e saturagéo de oxigénio (O.).
Para avaliar a estabilidade quanto a exposicado a luz fluorescente, as solugdes foram
colocadas em tubos de ensaio com tampas e deixadas em estufa (marca Eletrolab,
modelo EL202/E) a 25 °C, durante 15 dias, no laboratério de Entomologia localizado
na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Para analise da influéncia da temperatura, as
suspensdes foram deixadas em camara climética de temperatura constante (marca
Fitotec, modelo LT 2100 UTFP) a 35 °C na auséncia de luz, durante 15 dias. Para
avaliar a degradacéo da vitamina C na presenca de oxigénio (auséncia de luz, 25 °C),
utilizou-se um sistema contendo uma pipeta Pasteur junto a uma mangueira
conectada em cilindro de oxigénio, onde o fluxo de Oz borbulhava durante 10 minutos
ininterruptamente (uma Unica vez para cada intervalo de tempo) para cada amostra
num periodo de 15 dias.

Para andlise de degradacao da vitamina C por agdo de oxigénio (O2) tornou-se
necessario fazer alguns ajustes devido a precipitacdo das suspensdes. Assim, foram
utiizados 40 mg e 50 mg de TPP em 50 mL de agua no processo de
nanoencapsulagéo para as amostras NPex € NPy, respectivamente.

ApoOs tempos pré-determinados (duas vezes semanais, durante 15 dias),
aliquotas de 1 mL da suspenséo de NP (Figura 11) foram separadas e centrifugadas
(13.000 rpm, 10 min, 10 °C). A vitamina C residual presente no sobrenadante foi
quantificada, separando-se aliquotas de 200 pL, diluidas para 10 mL de &cido

metafosforico 1% (m/v) e analisada em espectrofotometro (item 4.1.1). Os
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experimentos foram realizados em duplicata e os dados foram tratados e

normalizados através do programa OriginPro 8.

Figura 11: Amostras das suspensdes de nanoparticulas contendo vitamina C.
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Como controle, para comparar a degradagdo relativa com as amostras
encapsuladas (NPexe NPyy), preparou-se solucao de acido ascérbico (vitamina C) em
agua deionizada (0,6 mg/mL), denominada AAag, € um segundo controle consistindo
da extracdo da vitamina C do residuo de acerola em solucéo de 4cido oxalico a 0,5%

(m/v) baseado no extrato 1 (Tabela 1), sendo denominado VCox.

4.1.6 Determinacdo de parametros cinéticos

Os resultados obtidos para a cinética de degradacdo do acido ascorbico,
analisando a influéncia da luz, temperatura e atmosfera oxidante foram ajustados ao

modelo cinético de primeira ordem de acordo com a Equacéo 4 (MERCALI et al. 2013):

InC=1InCy —kt (Equacgéo 4)

onde t é o tempo (dias), k é a constante cinética de primeira ordem (dias™), C e Coa
concentragdo no tempo t e concentragdo no tempo zero, respectivamente.

Os valores de degradagédo do tempo de meia-vida (ty2) foram dados pela
Equacédo 5 (MERCALI et al. 2013):

tp = (Equagdo 5)
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Os sistemas NPexe NPy foram estudados também quanto a determinagéo da
energia de ativagdo, Ea. Para isto, foram levantadas isotermas das suspensdes de
NPex e NPpr a 25, 30 e 35 °C. As suspensfes de NP foram deixadas em camara
climatica de temperatura constante (marca Fitotec, modelo LT 2100 UTFP) na
auséncia de luz, durante 4, 9 e 12 dias para as temperaturas 25, 35 e 30 °C,
respectivamente. Em determinados intervalos de tempo, aliquotas de 1 mL da
suspensao de NP foram separadas e centrifugadas (13.000 rpm, 10 min, 10 °C). A
vitamina C residual presente no sobrenadante foi quantificada, separando-se
aliquotas de 200 pL, diluidas para 10 mL de acido metafosforico 1% (m/v) e analisada
em espectrofotdbmetro (item 4.1.1).

A dependéncia da temperatura da degradagéo da vitamina C pode ser expressa
em termos da energia de ativacdo (Es) e descrita adequadamente pela cinética de
Arrhenius, conforme a Equacéo 6 (TIMOUMI, MIHOUBI e ZAGROUBA; 2007):

ki =Ko . exp (- E4/RT) (Equacéo 6)

onde ki € a constante (taxa de degradacéo), ko € um fator pré-exponencial, Ea a
energia de ativagdo (kcal/mol), R a constante dos gases (1,987 kcal/mol.K) e T é a

temperatura absoluta em K.

4.1.7 Avaliacdo de tamanho de particula e potencial zeta

A variacdo do tamanho e o potencial zeta das nanoparticulas (NPex € NPp) em
funcdo do tempo foi avaliada com base na técnica de DLS (Dynamic Light Scattering),
em equipamento Zetasizer Nano ZS Zen 3600 da Malvern Instruments Ltd., Inglaterra,
localizado no Laboratério de Nanotecnologia para o Agronegocio — LNNA, da
Embrapa Instrumentacdo em S&o Carlos, SP. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata, a 25 °C.
4.1.8 Andlise de turbidez

Para avaliar a estabilidade das suspensdes e a formagcao de aglomerados nas
NP foram feitas medidas de turbidez em trés suspensdes diferentes para cada
amostra (NPex € NPp). A preparacdo das suspensdes por nanoencapsulamento

consistiu no mesmo procedimento descrito no item 4.1.4, alterando apenas a



42

quantidade de TPP, em que para a NPex utilizou-se 40, 45 e 50 mg de TPP em 50 mL
de 4gua, enquanto que para a NPy (vitamina C pura = 30 mg) utilizou-se 45, 50 e 55
mg de TPP em 50 mL de agua. A turbidez da suspenséo de NP foi avaliada deixando
as amostras em camara climatica de temperatura constante (marca Fitotec, modelo
LT 2100 UTFP) a 35 °C por 10 dias na auséncia de luz. Em determinados intervalos
de tempo (duas vezes semanais) foram retiradas aliquotas de 3 mL e analisada em
espectrofotdmetro  UV-Visivel, sendo posteriormente estas aliquotas foram
descartadas (MONTEIRO, 2009). Os resultados obtidos foram discutidos relacionando

a transmitancia (%) com o comprimento de onda (200 — 800 nm).

4.1.9 Extragéo de galactomanana (GLM) a partir de vagens de algaroba (Prosopis

juliflora)

As vagens coletadas na area de Caatinga da Embrapa Semiarido, Petrolina PE,
foram inicialmente separadas e secas em estufa a 110 °C durante 24 horas. ApGs
secagem, as sementes foram separadas através de um moinho de bolas (TECNAL,
TE-350, velocidades de 617 golpes/min.). As sementes isoladas foram moidas em
moinho de facas (TECNAL, rotor tipo ciclone TE-651/2). 50 g das sementes moidas
foi imerso em 300 mL de &gua destilada (raz&o de 1:6 m/v), em um béquer de 500 mL.
O sistema foi mantido sob agitacdo mecéanica e aquecimento a 50 °C durante 1 hora.
Decorrido o tempo, a mistura foi filtrada a vacuo, obtendo-se uma solugéo viscosa,
que foi centrifugada por 15 minutos, a 11.000 rpm e 25 °C. Em seguida, filtrou-se
novamente a vacuo para remo¢do de impurezas ainda presentes na solucéo.
Precipitou-se a GLM pela adicdo de 300 mL de &lcool etilico absoluto a 99,5%. A
suspensdo foi novamente centrifugada, nas mesmas condigbes descritas
anteriormente, obtendo-se o precipitado que foi separado, congelado e liofilizado
durante 24 horas, para entédo obter a GLM em forma de p6é (SOUZA FILHO et al. 2013).

4.1.10 Preparagao dos filmes nanocompdésitos (NC)

Os filmes NC a base de solugdo de GLM foram preparados a partir das
suspensfes de nanoparticulas NPex e NPp (item 4.1.4). No processo de
nanoencapsulaco, tornou-se necessario fazer alguns ajustes devido a precipitacdo
das suspensdes. Assim, foram utilizados 50 mg e 55 mg de TPP em 50 mL de 4gua

para as amostras NPex € NPy, respectivamente. ApGs obtengéo das suspensdes pelo
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processo de nanoencapsulacdo, dos 100 mL obtidos, retirou-se uma aliquota de 20
mL na qual foi adicionada uma massa de GLM suficiente para se obter uma solucédo
a 5 mg/mL. As suspensfes de GLM + NP foram depositadas em placas de Petri,
congeladas e liofilizadas (Liobras L101) durante 24 horas. Os filmes NC assim obtidos
foram denominados NCex € NCyyr, respectivamente, para os filmes obtidos a partir do
extrato do residuo de acerola e o obtido a partir da vitamina C pura (BRITTO et al.
2014). O experimento foi realizado em duplicata. Adicionalmente, foi preparado filme
NC controle, a fim de comparar a degradagéo relativa da vitamina C. Para isto, 30 mg
de AA foi adicionado & solu¢éo aquosa de GLM (5 mg/mL) e o filme obtido conforme

descrito acima. Esta amostra foi denominada FCaa.

4.1.11 Avaliagao do perfil de liberagdo da vitamina C

O perfil de liberagdo da vitamina C a partir dos filmes NC foi avaliado
submetendo-se os filmes a agitagéo orbital (120 rpm) em 10 mL de solugéo de etanol
agua a 50%. Em intervalos de 0,5; 1; 2; 5 e 24 horas, foram retiradas aliquotas de 200
uL, diluidas para 10 mL de acido metafosforico 1% (m/v) e quantificadas a partir de
curva de calibracdo de 4cido ascorbico em &cido metafosforico 1% (m/v) em um

equipamento da Thermo Scientific, modelo MultiSkan GO.

4.1.12 Estabilidade da vitamina C em filmes nanocompdsitos sob diferentes

condicdes

A estabilidade da vitamina C nos NC (filmes liofilizados) foi avaliada
submetendo-se os filmes a diferentes condi¢cdes de estocagem: incidéncia de luz
fluorescente, temperatura e saturacdo de O,. Para exposicéo a luz, filmes NC foram
colocados em camara a 25 °C com intensidade de 5,88 Ix (lux). Para influéncia da
temperatura, os filmes NC foram colocados em camara climatica (marca Fitotec,
modelo LT 2100 UTFP) a 35 °C na auséncia de luz. Para influéncia do oxigénio
(auséncia de luz, 25 °C), os filmes NC foram condicionados em dessecador fechado
cujo interior foi evacuado por meio de uma bomba a vacuo e injetado O; através de
um cilindro de oxigénio, durante cerca de 5 minutos. Para andlise, partes dos filmes
(1/4) foram separadas e deixou-se liberar em 10 mL de solugéo de etanol:agua a 50%

por 5 horas (auséncia de luz, 25°C) sob agitagao orbital (120 rpm). A vitamina C
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presente foi quantificada por espectrometria no UV-visivel, retirando-se aliquotas de

200 pL e diluidas para 10 mL de &cido metafosforico 1% (m/v).

4.1.13 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das suspensdes de NPex, NPy € dos filmes (NCex € NCpr) obtidos
por casting foram investigadas atraves de micrografias obtidas utilizando-se um
microscopio eletrdnico de varredura, de marca TESCAN, modelo VEGA 3XMU
localizado no Colegiado de Po6s-Graduagcdo em Ciéncia dos Materiais (CPGCM) da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF). As amostras de NPex e
NPy foram colocadas em suportes de aluminio (stubs) e recobertas com ouro para

melhorar a condutibilidade.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRAGCAO

No teste para identificar o melhor solvente da vitamina C para levantar a curva
de calibragéo, dentre os acidos testados (oxalico, acético, cloridrico e metafosforico),
o que resultou em um melhor espectro foi o acido metafosférico a 1,0% (m/v) (Figura

12). Pode-se verificar que o pico de maxima absorbancia da vitamina C é em 242 nm

quando em meio aquoso de acido metafosférico a 1% (m/v).

Figura 12: Espectro na regiao do ultravioleta/visivel (UV/Vis) para a vitamina C em meio

aquoso de acido metafosforico a 1%f (m/v) (a), &cido oxalico (m/v) (b), acido acético (v/v) (c)

e acido cloridrico (v/v) (d).
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Depois da identificagdo do comprimento de onda de maior absorbancia da
vitamina C, para quantificar a concentracdo deste analito, foi construida uma curva de
calibracao linear para cada solvente (Figura 13). Moreira (2007) utilizou o acido oxalico
0,4% (m/v) para calcular o teor de &cido ascorbico em extrato de bagacgo de acerola
por meio de espectrofotdmetro a 520 nm, enquanto Lavarda (2011) empregou o 4cido
metafosférico para determinar a concentragdo de vitamina C em polpa de acerola por

titulagéo.

Figura 13: Curvas de calibracéo da vitamina C em acido metafosforico (a), acido oxalico (b),

acido acético (c) e acido cloridrico (v/v) (d).
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Observa-se que a curva de calibragdo da vitamina C em 4cido acético (Figura
13c) resultou em boa linearidade, com um coeficiente de determinagdo (R?) igual a
0,99995. Porém, o &cido acético pode resultar em menor estabilidade do acido
ascorbico em solugéo, implicando em cuidado redobrado nas analises. Além disso,
entre as solugBes mais utilizadas para extrair a vitamina C e também estabiliza-la,
pode-se citar o acido oxalico ou o acido metafosforico (m/v). Estes acidos séo capazes
de prevenir a oxidagdo do &cido ascorbico pela agdo de ions cobre (IlI) ou ferro (Ill)
(SANTOS DA ROSA, et al. 2007).

Assim, a solucdo estoque utilizada para quantificar a vitamina C foi a solugéo
contendo o &cido metafosférico a 1% (m/v), pois, apresentou melhor coeficiente de
determinacdo. O coeficiente de determinacdo (R? = 0,99913) indica uma boa
linearidade dos dados obtidos e obediéncia a lei de Beer. Sendo assim, é possivel
afirmar que a medida que a concentragéo de vitamina C varia, a absorbancia também
sofrera variag@o proporcionalmente.

A equacédo da reta obtida foi equivalente a'y = 0,01335 + 56,333335 x, onde 'y’
representa a absorbancia medida espectrofotometricamente e X’ a concentragéo de
vitamina C presente nas solugdes (mg/L). A concentracao de vitamina C presente em
todas as amostras foi calculada a partir da média dos parametros da equacéo da reta
obtida para as curvas de absorbancia de vitamina C versus concentracdo, fazendo-se

as devidas transformacgdes e considerando-se o fator de diluicAo das amostras.

5.2 ESTUDO PRELIMINAR DE DIFERENTES SISTEMAS DE EXTRACAO DE
VITAMINA C

O estudo preliminar mostrou que o sistema de extragdo 5, obtido da
combinacgdo de quitosana em HCI 0,1% (v/v) + acido oxalico 0,5% (m/v), apresentou
o0 menor valor de degradagéo e, consequentemente, uma maior taxa de vitamina C
retida (89,75%) quando exposta a presencga de luz por 3 dias a 25 °C (Tabela 2).
Assim, o solvente escolhido para a quitosana e para extragdo da vitamina C em
estudos posteriores foi o HCI 0,1% (v/v), conforme os melhores resultados

apresentados.
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Tabela 2: Concentracdes e percentagem de vitamina C presente nas solu¢des extratoras.

Solucdes Concentracgao inicial Concentracao final Vitamina C retida
extratoras (mg/mL) (mg/mL) (%)
Extracéo 1 0,733 0,573 78,17
Extragédo 2 0,713 0,440 61,71
Extracdo 3 0,645 0,384 59,53
Extracéo 4 0,685 0,419 61,16
Extracédo 5 0,644 0,578 89,75

O acido acético € o solvente mais utilizado na preparagéo de NP de quitosana
via gelificac@o ionotropica (ALISHAHI et al. 2011; BRITTO et al. 2016; GAN et al.,
2005). No entanto, este resultado comprova a necessidade de estudos adicionais,
dependendo da substancia ativa a ser encapsulada. Para a vitamina C, em particular,
o0 sistema em acido acético pode resultar em uma menor estabilidade da substancia
ativa dada a sua reatividade especifica. Assim, o sistema a partir de HCI é uma
alternativa potencial na preparagcdo de NP de quitosana, ainda ndo explorada

extensivamente.

5.3 TEOR DE ACIDO ASCORBICO (AA)

Com base nos resultados da quantificacdo inicial de AA (Tabela 2) e
considerando o teor de umidade encontrado para o residuo de acerola (85,83%), foi

calculado o teor de AA no residuo Umido e seco (Tabela 3).

Tabela 3: Teores de AA presente no residuo do processamento de acerola.

Solugdes Teor de umidade no Teor de AA no residuo Teor de AA no residuo
extratoras residuo (%) umido (mg/100 g) seco (mg/100 g)
Extracdo 1 85,83 1.466,00 10.355,00
Extracdo 2 - 1.426,00 10.067,00
Extracdo 3 - 1.290,00 9.115,00
Extracdo 4 - 1.370,00 9.680,00
Extracdo 5 - 1.288,00 9.090,00

Analisando os teores de AA no residuo seco do processamento de polpa de
acerola, foram observados valores variando de 9.090,00 a 10.355,00 mg/100 g
(Tabela 3). Os teores encontrados de AA no residuo imido foram compativeis com

registrados por autores em residuo de polpa de acerola: 1.756,85 e 1.429,86 mg/100
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g, para os residuos gerados na passagem pelo triturador, no processamento de frutos
nos estadios de maturacdo 1 e 6, respectivamente, segundo COSTA (2012); para
acerola in natura madura de 1.074,00 mg/100 g, segundo VENDRAMINI e TRUCO
(2000); e no extrato do bagacgo de acerola de 1.057,00 mg/100 g, segundo MOREIRA
(2007).

Apesar do residuo utilizado nesse trabalho nao ter passado por processos que
possam ocasionar perda de vitamina C, em trabalho descrito por Costa (2012), este
mesmo residuo foi avaliado em outras etapas de processamento, onde obteve-se
355,94 e 730,68 mg/100g, para os residuos gerados na passagem pelo decanter, no
processamento de frutos nos estadios de maturacdo 1 e 6, respectivamente
(1=coloracao verde e 6=coloragédo vermelha intensa). Esta diferenga na quantidade
de vitamina C residual estd diretamente relacionada ao processo, pois na etapa
decanter as amostras passaram por um pré aquecimento (55 a 75 °C) e por
pasteurizagdo (90 °C), fatores que contribuem diretamente para a perda de vitamina
C. Além disso, o estadio de maturacéo do fruto é um fator que reporta uma variacao
na concentragdo de vitamina C. Frutos no estadio de maturacao inicial apresentam
uma quantidade muito maior de vitamina C, por exemplo, 2.164,00 mg/100 g, segundo
VENDRAMINI e TRUCO (2000). Em polpa de acerola comercial e orgénica os teores
foram de 2.294,53 mg/100 g e 4.023,39 mg/100 g, respectivamente, segundo
CARDOSO et al. (2011).

Quando comparado os valores de vitamina C apresentados nesse estudo com
a quantidade contida em diversas frutas, a diferenca se torna ainda maior. A Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO), é uma das principais referéncias em
composicao de alimentos brasileiros. Nessa tabela, os teores de vitamina C para as
frutas in natura sdo: acerola (941,4 mg/100 g), abacaxi (34,6 mg/100g), caju (219,3
mg/100g), goiaba (99,2 mg/100g), laranja (56,9 mg/100g) e manga (65,5 mg/100g)
(TABELA BRASILEIRA DE COMPOSICAO DE ALIMENTOS — TACO, 2011). Desta
forma, ao comparar os valores encontrados no residuo em estudo com a ingestédo
diaria recomendada para adultos, que estabelece um teor de 75 mg/dia para
mulheres, 90 mg/dia para homens (NAS/USDA - National Academy of Science, United
States Department of Agriculture) ou 45 mg/dia para adultos de ambos os sexos, de
acordo com a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, pode-se afirmar
que o residuo do processamento de polpa de acerola consiste numa fonte importante
de vitamina C atingindo a ingestéo diaria recomendada (VANUCCI e ROCHA, 2012).
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5.4 ESTABILIDADE DA VITAMINA C NANOENCAPSULADA EM DIFERENTES
CONDICOES

Para avaliar a validade do método de encapsulamento de vitamina C, foi
estudada a degradagdo da mesma comparando-se sistemas encapsulados e néo-
encapsulados sob diferentes condigdes. A primeira delas expondo os sistemas na
presenca de luz, com as nanoparticulas sintetizadas a partir da quitosana (NPex €
NPp), comparando-as com o sistema ndo-encapsulado disperso em agua (AAy) €
ndo-encapsulado disperso em &cido oxalico (VCox).

Na Figura 14, é mostrada a variagdo da concentracdo de vitamina C nos

diferentes sistemas estudados, quando submetidos a agéo da luz.

Figura 14: Concentracédo de vitamina C (normalizado) em funcdo do tempo, quando expostas
a luz. NPex: extrato acerola encapsulado; NPp: vitamina C pura encapsulada; AAag: acido

ascoérbico em agua e VC,y: extrato do residuo de acerola em acido oxalico.
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Observa-se que nos sistemas nanoencapsulados, o efeito na conservagéao da
vitamina C foi mais pronunciado. Ou seja, para os sistemas em que a vitamina C se
encontrava encapsulada, a degradacdo pela agdo da luz foi bem mais lenta,
apresentando uma concentragdo maior em relagcdo aos demais, ao final do tempo de

andlise. Apesar que no segundo dia houve uma queda na concentrac@o para NPey, a
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variacdo da taxa de decaimento foi menor durante todo o periodo avaliado. Pois,
comparando-se com o valor inicial, a condigdo encapsulada (NPex € NPp) mantém
cerca de 64% da concentracdo inicial no décimo quinto dia. Este valor é elevado em
comparagao com os sistemas ndo encapsulados os quais apresentaram uma taxa de
decaimento continua, em que a concentragdo atinge 48% e 31% do valor inicial para
AAyg e VCo, respectivamente, no final dos 15 dias.

A degradacdo de vitamina C quando submetida a temperatura elevada,
apresentou uma estabilidade ligeiramente maior quando comparado em meio aos
sistemas nanoencapsulados (Figura 15). Comparando com a concentragao inicial, as
amostras encapsuladas (NPexe NPyr) exibiram uma concentragéo equivalente a 66%
da quantidade inicial, enquanto que para a vitamina C em meio de acido oxalico (VCox)
e em agua (AAag) atingiram 38% e 47%, respectivamente, no final dos 15 dias. Britto
et al. (2016) destacaram que sistemas nanoencapsulados com quitosana e TPP

conferiram maior prote¢éo a vitamina C pura quando na presenca de luz e atmosfera
oxidante.

Figura 15: Concentracédo de vitamina C (normalizado) em funcdo do tempo, quando expostas
a temperatura elevada. NPe: extrato acerola encapsulado; NPy: vitamina C pura

encapsulada; AA.y: acido ascérbico em agua e VCox: extrato do residuo de acerola em &cido

oxalico.
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A estabilidade de vitamina C também foi investigada quando sob ac¢édo de O;
(Figura 16). Os resultados foram semelhantes aos observados com os demais fatores
de estudo, em que os sistemas que continham a vitamina C encapsulada apresentou
concentracgdo cerca de 56% do seu valor inicial, enquanto a ndo encapsulada acabou
degradando-se a uma taxa ligeiramente maior, 0 que comprova que a eficicia é
relativa ao encapsulamento. Pode-se inferir que a utilizagdo de quitosana como matriz
polimérica de encapsulamento e TPP como agente reticulante foi eficaz na protecao
da vitamina C, reduzindo, desse modo, as taxas de degradacéo e, consequentemente,

aumentando sua estabilidade durante 15 dias.

Figura 16: Concentracdo de vitamina C (normalizado) em funcdo do tempo, quando expostas
a atmosfera oxidante. NPey: extrato acerola encapsulado; NPy vitamina C pura encapsulada;

AA.g: &cido ascorbico em agua e VCox: extrato do residuo de acerola em &cido oxalico.
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Em condicdes aerdbicas e na presenca de um catalisador, o AA é transformado
em acido dehidroascérbico (ADHA) que é bastante estavel em pH menor que 4. O
ADHA (forma oxidada da vitamina C) apresenta entre 75 e 80% da atividade vitaminica
do AA. A partir dos resultados discutidos, pode-se inferir que o fator mais critico para
degradagédo da vitamina C nos sistemas estudados foi a exposicdo a atmosfera
oxidante, sendo, portanto, a condigdo de temperatura elevada (35 °C) a de maior

estabilidade desta vitamina.
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5.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS

O modelo cinético de primeira ordem € o modelo mais utilizado e citado na
literatura, descrevendo a degradacdo de AA para ADHA, permitindo o calculo da
constante cinética de degradacao (k). No entanto, este modelo cinético ndo inclui a
formacdo de outros produtos de degradacao subsequente a degradacdo do ADHA
(VAN BREE, 2012). A Figura 17 mostra a relagéo da concentragéo de vitamina C (AA)

em funcéo do tempo em diferentes condi¢des de instabilidade.

Figura 17: Degradacédo do AA a partir modelo cinético de primeira ordem na presenca de (a)

luz, (b) temperatura e (c) acao sob oxigénio.
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Neste trabalho, foi atribuido o modelo cinético de reac&o de primeira ordem,
ajustados de acordo com a Equacgdo 4 para a degradacdo do AA, porém outros
também podem ser aplicados. As taxas de degradacdes (k) correspondem aos valores
do coeficiente angular da reta e R?, o coeficiente de determinagdo. A Tabela 4 mostra
esses valores calculados para as amostras em diferentes condigbes, bem como o
tempo de meia-vida (t12). Como pode ser observado, o modelo cinético de primeira
ordem apresentou o melhor valor do coeficiente de determinacéo (R?) para a amostra
NPpr em degradacgédo sob luz seguido de NPextambém sob luz. As degradagbes sob
temperatura e oxigénio apresentaram valores de R? bem inferiores. Estes dados
indicam que o modelo de primeira ordem foi o mais adequado para descrever a
degradacgéo da vitamina C nesses sistemas. Presume-se entdo, que principalmente
para as condicbes sob oxigénio e temperatura possa estar ocorrendo diversas
reacOes paralelas, restringindo a aplicacdo de um Gnico modelo para explicar a
degradagéo. Isto pode ocorrer visto que a complexidade nos sistemas
nanoencapsulados € bem maior que para a degradacédo da vitamina C em solucdes

homogéneas.

Tabela 4: Parametros cinéticos da degradacéo de AA sob diferentes condigdes. NPex: extrato
acerola encapsulado; NP, vitamina C pura encapsulada; AA,g: &cido ascorbico em agua e

VCox extrato do residuo de acerola em acido oxalico.

Amostras k tue R k tap R2 k tin R2
(dias?) (dias) (dias?) (dias) (dias?) (dias)
Temperatura Luz Oxigénio

AAqg 0,057 12,092 0,908 | 0,044 15552 0915| 0,105 6,540 0,903
VCox 0,049 13,966 0,988 | 0,078 8,813 0,980 | 0,029 23,372 0,959
NPex 0,036 18,770 0,612 | 0,036 18,991 0,843 | 0,039 17,420 0,749
NPy 0,027 24,758 0,837 | 0,028 24,504 0,934 | 0,049 13,966 0,600

Observa-se que para as amostras em que o AA ndo esta encapsulado, o tempo
de meia-vida foi menor nas condi¢des analisadas (exceto para analise sob acéo de
0Xigénio), ou seja, o tempo necessario para que a concentracdo desta vitamina caia
pela metade do valor inicial ser4 menor. Dentre os sistemas, as NPy, apresentaram o
maior tempo de meia-vida quando na presenca de temperatura e luz, 24,758 e 24,504
dias, respectivamente. Enquanto que a amostra AAag apresentou menor tempo de

meia-vida, 6,540 dias em atmosfera oxidante. Por ser inversamente proporcional, 0s
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valores de k (taxa de degradagédo) sdo menores para as NPex € NPy, logo sua
degradacédo ocorrera mais lentamente.

Para avaliar a influéncia de diferentes temperaturas e determinar a energia de
ativacao (Ea) dos sistemas NPex € NPy, inicialmente estes sistemas foram submetidos
a temperaturas de 25, 30 e 35 °C. A partir da variagdo da concentracdo de vitamina

C, observa-se que a degradacéao foi proporcional com o tempo de andlise (Figura 18).

Figura 18: Concentracao de vitamina C em funcéo do tempo, quando expostas a 30 °C (a) e

35 °C (b). NPex: extrato acerola encapsulado; NP: vitamina C pura encapsulada.
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Na determinacdo da energia de ativagao, os sistemas NPex e NPy apresentam

taxas de degradagcdo proporcionais as temperaturas. No entanto, dada a
complexidade do sistema, as isotermas apresentaram variages em funcéo do grau
de converséo, a, dado por a = (Co — Ct) / Co, em que Ct e C, S80 as concentracdes no
tempo ‘t’ e inicial, respectivamente (Figura 19). Assim, para os calculos, os dados
foram ajustados conforme uma curva polinomial de segunda ordem. No geral, as
isotermas apresentam proporcionalidade ao grau de conversado em fungdo do tempo.
Por exemplo, tomando-se o quarto dia de armazenamento, observa-se que as
isotermas a 25, 30 e 35 °C apresentam respectivamente valores de o iguais a 0,10;
0,14 e 0,22 para NPex e 0,17; 0,23 e 0,34 para NPp.. Dessa forma, o valor de a é
proporcionalmente maior para temperaturas maiores para um dado tempo. Isto
confirma que quando em temperaturas mais elevadas a vitamina C degrada-se mais
rapidamente (TIMOUMI; MIHOUBI e ZAGROUBA, 2007; OLIVEIRA et al. 2013; SAPEI

e HWA, 2014). Outro fato relevante é que em todas as condi¢des os valores de o
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foram maiores para NPpr em comparagcdo com com NPex. Isto indica a maior

susceptibilidade a degradacéo da vitamina C no sistema de vitamina C pura.

Figura 19: Degradacéo isotérmica das suspensodes de NP e NPy quando armazenada a 25,
30 e 35 °C, ajustados conforme uma curva polinomial de segunda ordem (linhas continuas).

NPeyx: extrato acerola encapsulado; NPy vitamina C pura encapsulada.
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Existem diversas formas de determinagéo do valor de Ea. Uma delas consiste
em fixar o valor de a para as isotermas e construir um gréafico do logaritmo natural do
tempo para atingir aquele valor de a em funcdo do inverso da temperatura. A
inclinacdo da curva resultara no valor de Ea (BRITTO e CAMPANA-FILHO, 2007).
Para NPey, 0 valor de o foi fixado em 0,16 e para NPy em 0,20, resultando em grafico
(Figura 20) cuja inclinagdo resultou nos valores de Ea de 26,3 e 20,1 kcal/mol,
respectivamente, para NPex € NPy Estes sdo, portanto, os valores de energia minimo
necessario para que se inicie o processo de degradacdo da vitamina C. Estudos
anteriores relataram ampla variacdo na E. para a degradacdo da vitamina C em
diferentes sistemas alimentares. Quando verificado em macéds, numa faixa de
temperatura de 40 a 70 °C, a Ea foi de 3,54 kcal/mol (TIMOUMI; MIHOUBI e
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ZAGROUBA, 2007). Em suco de laranja, para uma faixa de temperatura entre 70 e 98
°C, foi encontrado 27,5 kcal/mol (NISHA; REKHA, ANIRUDDHA, 2004). Em sucos de
morango fresco armazenados a 8 e 28 °C, com e sem adi¢éo de acUcar foi estimada
em 1,90 kcal/mol e 1,65 kcal/mol, respectivamente (SAPEI e HWA, 2014). Munyaka
et al. (2010) registraram um valor de Ea = 63,77 kcal/mol para uma faixa de

temperatura de 55 a 65 °C, em brécolis de inflorescéncia.

Figura 20: Grafico linearizado da funcéo de Arrhenius para as NPex € NP, NPeyx: extrato

acerola encapsulado; NPy vitamina C pura encapsulada.
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Essas diferencas nos valores da Ea na degradacgéo da vitamina C, podem ser
uma consequéncia de fatores como a faixa de temperatura, a matriz biolégica e fatores

que foram previamente investigados em outros estudos de degradacao cinética da

vitamina C, como presenca de oxigénio, umidade e pH.

5.6 AVALIACAO DE TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

A partir dos resultados da Tabela 5, observa-se que a quantidade de TPP tem

uma influéncia significativa no valor do tamanho médio das NP. Comparando NPe! e
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NPe?, cuja diferenca em massa de TPP é de apenas 5 mg, o valor do tamanho das
NP aumentou significativamente para a condigdo com maior TPP. Isto esta de acordo
com trabalho descrito por BRITTO et al. (2014), em que quantidades maiores de TPP
resultam em NP maiores que tendem a se precipitar espontaneamente, configurando
sistemas menos estaveis. Outro fato relevante € que o sistema controle com &cido
ascorbico puro, NPy, apresentou tamanho médio menor quando comparado ao
extrato do residuo de polpa de acerola rico em vitamina C, NPex. Isto também foi
relatado anteriormente em que as propriedades da substancia ativa a ser encapsulada
influencia grandemente nas caracteristicas da NP (BRITTO et al., 2012).
Particularmente nesse casso, o encapsulamento do extrato implicou em aumento do
tamanho médio das NP. O extrato contém, além de vitamina C, outros componentes
minoritarios como antocianinas e polifendis que podem influenciar as caracteristicas
da NP.

Tabela 5: Variagcao do tamanho e potencial zeta das nanoparticulas em diferentes condi¢des.
NPe!: suspenséo de NP de vitamina C do extrato do residuo de acerola utilizando 45 mg de
TPP; NPeZ: suspensdo de NP de vitamina C do extrato do residuo de acerola utilizando 50
mg de TPP. NP, vitamina C pura encapsulada. Os indices ‘Luz’, ‘Temp.’ e ‘Oxig.’ indicam as
suspensdes de NP submetidas a acao da luz, temperatura e oxigénio (item 4.1.5). Os indices

‘4d’, ‘7d’ e ‘11d’ indicam o nimero de dias armazenados nessas condic¢des.

Sistemas Tamanho das NP (nm) Potencial Zeta (mV)
NPex! 26749 10,4+0,8
NPey? 37343 17,1+0,5
NPg: 22044 21,240,8

NPex! — Luz* 20245 16,2+0,9
NPex!— Temp.4d 405+27 18,7+0,8
NPex! — Oxig.4d 279425 12,3+0,3

NPy — Luz™ 199,4+0,4 19,0+0,6

NPy — Temp.™ 23148 19,2+0,6

NPy — Oxig.”d 213+2 20,5+0,6

NPy — Luz!d 24614 18,8+8,8
NPy — Temp.1d 23743 17,6£1,0

NPy — Oxig.1d 224+3 17,1+0,9

* Os valores representam a média + desvio padrdo (n=3)
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Quando exposta as condi¢cdes de instabilidade as NP ndo apresentaram
variacdo significativa e exibiram tamanho médio muito semelhante para as condi¢bes
sob luz e oxigénio, enquanto que sob temperatura elevada, resultou num aumento
consideravel de tamanho durante os 4 dias de armazenamento. Portanto, esta
condig&o é de maior instabilidade para as NPe'. Ndo esta claro ainda o mecanismo
envolvido, mas geralmente em condi¢des desfavoraveis as NP tendem a se aglomerar
e precipitar (BRITTO et al., 2014). Para as NPy, observa-se que durante o periodo de
armazenamento (11 dias) ndo apresentaram variagdo de tamanho significativa
guando expostas em todas as condi¢des (Tabela 5).

Em trabalho descrito por Britto et al. (2014), o valor encontrado para o tamanho
médio das NP de quitosana com vitamina C pura foi de 325 nm, esta diferenga quando
comparada a este trabalho pode ser explicada devido as condi¢Bes de preparacdo
das NP serem diferentes. Por exemplo, o meio utilizado era composto por acido
aceético e tinha maior concentracéo de TPP, fatores estes que influenciam diretamente
a formacdo de nanoparticulas. No geral, a anélise do tamanho de particula mostrou
qgue as NP apresentaram tamanho uniforme e um aumento que foi significativo quando
em temperatura elevada para as NPex'.

Analisando o potencial zeta dessas NP, verifica-se que para as suspensdes 0
valor encontrado, como esperado, foi positivo, devido ao carater catibnico deste
polieletrélito (quitosana). Uma vez que o potencial zeta esta relacionado também com
a estabilidade das NP, valores altos de potencial zeta (acima de + 30 mV) formam
suspensdes de NP mais estaveis, pois as forcas repulsivas tendem a prevenir a
agregacédo em funcgéo das interagdes com as NP adjacentes (SCHAFFAZICK et al.,
2003). A Tabela 5 mostra que, sob influéncia da temperatura elevada (NP — Temp.),
as NPe! apresentaram ligeiro aumento no potencial zeta. Isto indica que para a
influéncia da temperatura, embora apresentando variagéo significativa de tamanho, o
sistema permaneceu estavel, sem tendéncia a se precipitar.

Ao comparar o potencial zeta das NPy inicial com as NPy nas condigdes de
instabilidade durante os 11 dias de armazenamento, 0 potencial zeta teve uma
pequena variagdo (desprezivel) que estd dentro do limite de erro para todas as
condi¢des. Assim, conclui-se que os sistemas apresentaram boa estabilidade durante

o periodo de observacao.
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5.7 ANALISE DE TURBIDEZ

A analise da variacdo de transmitancia € uma 6tima ferramenta para avaliar a
estabilidade das suspensdes e a tendéncia a formagdo de aglomerados de
Figura 21: Variagdo da transmitancia para as amostras a) NPex b) e NP, no intervalo de 800
a 200 nm durante 2, 5, 8 e 10 dias de armazenamento sub influéncia da temperatura (35 °C).
NPex: extrato acerola encapsulado; NPy vitamina C pura encapsulada.
suspensdes de NP, visto que essas instabilidades no sistema implicam em variagao
na turbidez. A andlise da transmitancia no intervalo de 800 a 200 nm para as
suspensdes de NPex e NPy armazenada sob influéncia da temperatura a 35 °C,
mostrou que houve variacdo significativa em funcdo do tempo e também da
quantidade de TPP (Figura 21).
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A partir dos dados da Figura 21, selecionando as transmitancias para os
comprimentos de onda em 450 e 600 nm, observa-se que ocorre inicialmente
(segundo dia) uma queda expressiva na transmitancia seguido de um ligeiro aumento
para os dias subsequentes para a suspensdo de NPex (Figura 22). Este
comportamento indica que houve inicialmente um aumento da turbidez seguido de
uma leve tendéncia a sua diminuicdo durante o tempo de armazenamento. Este
aumento inicial da turbidez é indicativo de instabilidade do sistema que implica em um
aumento do tamanho das NP, bloqueando a passagem da luz. Isto est4 de acordo

com os resultados discutidos anteriormente obtidos pelas técnicas de DLS e potencial
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zeta (item 5.6) para amostra armazenada sob temperatura. A partir do segundo dia, a
turbidez comeca a diminuir justamente porque a instabilidade no sistema atinge um
ponto em que as NP ficam grandes, tendem a se aglomerar e, consequentemente, se
precipitam.

A variagdo de turbidez também foi proporcional & quantidade de TPP
adicionada para as NPex. Por exemplo, considerando a transmitancia em 450 nm, a
gueda na transmitancia foi de aproximadamente 20% para NPex Obtida com 40 mg de
TPP, enquanto que para NPex obtida com 50 mg de TPP esta diferenca aumentou
para 31%. Ou seja, a variacao de turbidez foi bem maior para a amostra com 50 mg
de TPP. Este comportamento est4 de acordo com o esperado, pois em estudos
anteriores verificou-se que, ao aumentar a propor¢cado de TPP, as NP aumentam de

tamanho, implicando em aumento de turbidez no sistema (GAN et al., 2005).

Figura 22: Variacdo da transmitancia para nanoparticulas de vitamina C obtidas a partir de
extrato de residuo do processamento de acerola (NP¢y) para os comprimentos de onda em

450 e 600 nm em funcéo do tempo de armazenamento.
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O comportamento da amostra NP, foi um pouco diferente, pois para as
suspensdes com menor concentragdo de TPP ndo houve aumento de turbidez no
segundo dia (Figura 23). Ou seja, 0 sistema permaneceu praticamente estavel. Uma

possivel explicacdo para esta maior estabilidade da vitamina C pura encapsulada em
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relacdo ao extrato do residuo encapsulado pode ser a influéncias de outros
compostos, e.g., polifendis, presentes no extrato, que podem interferir na estabilidade
do sistema, principalmente em temperatura elevada. Por outro lado, ao aumentar a
guantidade de TPP para 55 mg observa-se que o sistema teve um comportamento
muito semelhante ao NPex, pois a turbidez inicial (t = 0) foi alta e aumentou

expressivamente para o segundo dia (Figura 23).

Figura 23: Variacé@o da transmiténcia para nanoparticulas de vitamina C pura (NPp) para os

comprimentos de onda em 450 e 600 nm em func&o do tempo de armazenamento.
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Da mesma forma, a turbidez tende a uma leve diminuicdo ao longo do tempo
para esta condicdo que, como discutido, é devido a tendéncia de aglomeragéo e

precipitacdo das NP.

5.8 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO DA VITAMINA C

O perfil de liberacdo é muito importante para definir a durabilidade tedrica da

substancia encapsulada, no caso, a vitamina C. E possivel observar que a partir dos
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filmes nanocompdsitos de GLM, em 5 horas, a concentracdo de vitamina C atinge uma
taxa de liberacdo méxima, tendendo a seguir a uma leve queda devido a sua
degradacédo (Figura 24). O filme controle (FCaa) mostrou um comportamento
predominantemente do tipo “burst”, com uma taxa de liberagdo maior durante o tempo
de andlise. Esse efeito foi menos pronunciado para os filmes NC contendo vitamina C

encapsulada.

Figura 24: Perfil de liberacdo da vitamina C em etanol/agua para os filmes nanocompdsitos
(liofilizados) de vitamina C obtida a partir de extrato de residuo do processamento de acerola
(NCex), de vitamina C pura (NCy) e filme controle de GLM adicionado de acido ascérbico puro
(FCan).
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Em trabalho descrito por Alishahi et al. (2011), sistema contendo vitamina C
pura em NP de quitosana apresentou taxa de liberacdo mais baixa em meio acido.
Por outro lado, também em NP de quitosana a vitamina C pura apresentou uma taxa
de liberagdo mais rapida, com uma liberacdo em cerca de 36% ap6s 2 h em meio
neutro (BRITTO et al. 2014). E evidente que a propriedade particular desta vitamina
(altamente soluvel em agua), a matriz filmogénica e até mesmo o meio utilizado

influencia seu perfil de libertagéo.
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5.9 ESTABILIDADE DA VITAMINA C EM FILMES NANOCOMPOSITOS SOB
DIFERENTES CONDIGCOES

Em relacdo aos filmes NC submetidos a diferentes condicdes de
armazenamento, observa-se claramente que nos sistemas NC, o efeito na
conservagao da vitamina C foi mais pronunciado. Para influéncia da luz (Figura 25),
comparando-se com o valor inicial, a condi¢cdo encapsulada (NCex € NCpr) mantém
cerca de 62% da concentracdo inicial de vitamina C no nono dia. Este valor é elevado
em comparagdo com o controle ndo-encapsulado (FCaa), em que a concentragéo

atinge 34% no periodo final de analise.

Figura 25: Concentracéo de vitamina C em fung¢éo do tempo, quando expostos a luz. NCex:
nanocompositos contendo extrato de residuo de acerola; NCp: nanocompdésitos adicionado

de vitamina C pura; FCaa: filme controle de GLM adicionado de acido ascérbico puro.
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Da mesma forma, quando exposto a temperatura de 35 °C, a capacidade de
preservagdo da vitamina C foi mais eficiente para os filmes NC (Figura 26). Nesse
caso, exibiram uma concentragdo equivalente a 78 e 88% da quantidade inicial de
vitamina C, respectivamente, para os filmes NCex e NCy, ao final do periodo analisado.

Por outro lado, a taxa de degradagéo da vitamina C foi maior para o sistema GLM +
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vitamina C n&o-encapsulada (FCaa), mantendo apenas 45% da concentragao inicial

de vitamina C (Figura 26).

Em concordancia, a estabilidade da vitamina C sob agdo de O> foi maior para
o sistema NCex (Figura 27), no qual a concentragao final atingiu cerca de 71% do seu
valor inicial. Enquanto que para os sistemas NC,r e FCaa degradaram-se a uma taxa

ligeiramente maior, 50 e 39%, respectivamente.

Figura 26: Concentracéo de vitamina C em fung&o do tempo, quando exposta em temperatura
elevada. NCe¢ nanocompdsitos contendo extrato de residuo de acerola; NCp:
nanocompositos adicionado de vitamina C pura; FCaa: flme controle de GLM adicionado de

acido ascorbico puro.
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Figura 27: Variagdo da concentragdo de vitamina C em funcéo do tempo, sob acdo de O,
NCex Nanocompdsitos contendo extrato de residuo de acerola; NC,: nanocompdésitos de

vitamina C pura; FCaa: filme controle de GLM adicionado de acido ascérbico puro.
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A partir dos resultados apontados, pode-se inferir que o fator mais critico para

degradacédo da vitamina C nos sistemas estudados foi a exposicdo a atmosfera
oxidante, enquanto que a condi¢cdo de temperatura elevada (35 °C) foi a de maior

estabilidade desta vitamina quando nos filmes NC.
5.10 MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A andlise morfoldgica mostrou que as NP apresentam formato esférico
uniformemente distribuido (Figura 28). Em baixa magnitude (ampliacdo 1,0 k vezes)
observa-se o caracter nanoparticulado da amostra NPe, (Figura 28a). Quando
observada sob magnitude maior (ampliagdo de 10,0 k vezes) no limite de ampliag&o
do equipamento, é possivel identificar a dimenséo dessas estruturas na ordem de 200

nm (Figura 28b), confirmando os resultados anteriores por DLS.
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Figura 28: Imagens obtidas por MEV da amostra NP depositada em laminas de vidro para
a) baixa magnitude com ampliacdo 1,0 k vezes e b) alta magnitude com amplia¢édo 10,0 k
vezes.
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A analise morfolégica do filme de GLM pura apresentou estrutura rugosa com
formacao de estruturas proximas da escala nano, porém com rugosidades (Figura
29a). Ainda ndo esta claro porque a GLM pura apresenta esta morfologia. Uma
explicac@o pode estar relacionada a natureza coloidal da solugdo de polissacarideos
como a GLM, que em concentragdes altas podem se aglomerar, formando estruturas
maiores. No entanto, nos filmes NC é possivel identificar a presenca de nanoparticulas
nas amostras NCex € NCp;, apresentando, no geral, um apecto mais heterogéneo
(Figura 29b e 29c) em relacdo a GLM pura. Estes resultados indicam uma boa
dispersdo da carga nanoparticulada na matriz filmogénica de GLM, sendo, portanto,
adequado para preparacao de formulagdes para revestimento de frutos e preparacao

de embalagens ativas.
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Figura 29: Imagens obtidas por MEV dos filmes de a) GLM pura; b) NC de vitamina C obtida
a partir de extrato de residuo do processamento de acerola (NCey) € ¢c) NC de vitamina C pura
(NCp).
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6. CONCLUSOES

Um dos principais avangos obtidos neste trabalho foi a possibilidade de extrair
vitamina C do residuo agroindustrial do processamento de acerola, empregando
solucéo aquosa de HCl a 0,1% (v/v) e quitosana a 3 mg/mL. A partir dessa vitamina C
extraida do residuo, a preparacdo de nanoparticulas apresentou avanco no sentido
de estabiliza-la com potencialidade de aplicacdo futura. De fato, o sistema
nanoencapsulado mostrou-se satisfatério para preservacdo da vitamina C sob
condi¢cdes adversas como influéncia da luz, temperatura e oxigénio. Este resultado
representa um impacto positivo para o0 setor agroindustrial no sentido do
aproveitamento de residuo e valorizagdo de subprodutos, cujo teor calculado de
vitamina C no residuo umido foi em média 1.368,00 mg/100 g.

Outro avango encontrado foi quanto a cinética de degradacéo da vitamina C.
Em geral, para solugbes homogéneas, a vitamina C se degrada de acordo com o
modelo cinético de primeira ordem. No entanto, a aplicagdo deste modelo foi mais
adequada para suspensédo de nanoparticulas com 4cido ascorbico puro (comercial).
Isto indica que em sistemas heterogéneos, como nas suspensdes de nanoparticulas,
0 processo de degradacdo pode ser mais complexo, dificultando sua quantificagéo.
Por outro lado, o célculo da Energia de Ativag&o, indicou estar dentro do esperado
para sistemas homogéneos.

Por fim, a preparagédo de filmes nanocompdsitos a base de galactomanana
mostrou que este polissacarideo tem boas propriedades filmogénicas e adequado
para preparacdo de nanocompositos. Os filmes nanocompoéstitos apresentaram
capacidade de preservagdo adicional para a vitamina C mesmo em condi¢cdes
adversas como sob influéncia da luz, temperatura e oxigénio. Isto mais uma vez
destaca o potencial de aplicagéo destes materiais como embalagem ativa e confecgao
de formulagdes filmogénicas comestiveis para revestimento de frutas e alimentos

minimamente processados.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho mostra-se promissor em termos de estabilizacdo da
vitamina C em NP e sua aplicacdo para formacao de filmes comestiveis. Para tanto,
sd0 necessarios caracterizar os filmes quanto a espessura, atividade antimicrobiana
e antioxidante, solubilidade, propriedades 6ticas (cor e opacidade), permeabilidade ao
vapor de agua e determinar as propriedades térmicas atraves da técnica de
calorimetria exploratéria diferencial e analise termogravimétrica. Além disso, realizar
ensaio mecénico de tragcdo e identificar grupos funcionais das espécies quimicas
através da espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier.

Por fim, a eficiéncia dos filmes para o revestimento podera ser testada em frutas
da regido do Vale do Sao Francisco (por exemplo, manga e uva) e avaliada mudancas

fisioldgicas como cor do fruto, perda de 4gua e grau de deterioracao.
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