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RESUMO

A acerola é uma fruta tropical que possui elevada quantidade de compostos bioativos que
variam principalmente de acordo com sua genética e estadio de maturagdo. O objetivo deste
estudo foi identificar quais compostos estdo possivelmente relacionados com a atividade
antioxidante de frutos de aceroleira verde, e a partir do clone mais promissor para obtencao
desses fitoquimicos estudar as melhores condi¢cdes de extracdo desses compostos, e entdo
realizar a secagem do extrato otimizado utilizando diferentes adjuvantes de secagem, a fim de
obter um p6 com elevada capacidade antioxidante que tenha a possibilidade de ser utilizado
como aditivo ou matéria prima para elaboracéo de alimentos, medicamentos e/ou cosméticos.
Para isso, foram colhidos frutos em estadio de maturacdo verde de quatro clones de aceroleira,
BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cereja), BRS 237 (Roxinha), BRS 238 (Frutacor) que foram
avaliados quanto aos contetdos de vitamina C, polifendis totais e atividade antioxidante (ABTS
e FRAP) e seu perfil quimico foi determinado por UPLC-QTOF-MS, e a partir dos dados
obtidos, foi realizada uma anéalise quimiométrica. CondicGes de extracdo de fenolicos foram
estudadas, com base em metodologia de superficie de resposta (MSR) utilizando como
variaveis independentes a concentracdo de etanol (%) na solucdo extratora e o tempo de
exposicdo ao ultrassom (minutos) e como variavel resposta o conteudo de polifendis totais. A
secagem do extrato obtido em condicGes 6timas foi realizada por liofilizacdo, utilizando
maltodextrina, goma arabica e pectina como adjuvantes de secagem em diferentes proporcdes,
Formulacgédo 1 (F1): 100% maltodextrina, Formulacdo 2 (F2): 98% maltodextrina + 2% pectina,
Formulacdo 3 (F3): 50% maltodextrina + 50% goma arabica e Formulacdo 4 (F4): 48%
maltodextrina + 50% goma arabica + 2% pectina. De acordo com o perfil quimico obtido dos
quatro clones estudados, vinte e quatro compostos bioativos foram identificados, e os frutos do
clone BRS 236 apresentaram maiores contetdos de acido ascorbico e seu isdmero, acido citrico,
trimero de procianidina B, rutina e maiores conteidos de vitamina C total, polifendis totais e
atividade antioxidante (ABTS E FRAP). Este estudo mostrou que os altos contetdos de acido
ascorbico e seu isdmero, &cido citrico, trimero de procianidina B e rutina estdo fortemente
associados com a capacidade antioxidante de frutos verdes de aceroleira. Os frutos do clone
BRS 236 possuem valores significativamente maiores desses compostos e atividade
antioxidante, o que contribui para seu elevado potencial antioxidante. As melhores condicGes
de extracdo de compostos fendlicos de frutos verdes foram alcancadas quando combinados
solucdo hidroalcoolica (49,07% de etanol) com tempo de exposi¢do ao ultrassom de 14,55

minutos. A maltodextrina combinada com a goma arabica proporcionou maior retengdo de



compostos fendlicos, embora todas as formulacGes estudadas apresentaram alta solubilidade e
capacidade antioxidante indicando que possivelmente possam ser utilizadas como matéria
prima rica em compostos bioativos.

Palavras-chave: Compostos bioativos; Extragdo assistida por ultrassom; Metodologia de
superficie de resposta; Liofilizacdo; Malpighia emarginata D.C.



ABSTRACT

Acerola is a tropical fruit that has a highest number of bioactive compounds that vary mainly
according to its genetics and maturation stage. The objective of this study was to identify which
compounds are possibly related to the antioxidant activity of green acerola fruits, and from the
most promising clone to obtain these phytochemicals, to study the best extraction conditions
for these compounds, and then to perform the drying of the optimized extract using different
drying aids, in order to obtain a powder with a high antioxidant capacity that has the possibility
of being used as an additive or raw material for the preparation of foods, medicines and / or
cosmetics. For this, fruits were harvested at the green maturation stage of four clones of
aceroleira, BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cherry), BRS 237 (Roxinha), BRS 238 (Frutacor) that
were evaluated for vitamin C content, total polyphenols and antioxidant activity (ABTS and
FRAP) and their chemical profile was determined by UPLC-QTOF-MS, and from the data
obtained, a chemometric analysis was performed. Phenolic extraction conditions were studied,
based on response surface methodology (MSR) using ethanol concentration (%) in the
extraction solution and the time of exposure to ultrasound (minutes) as independent variables
and the response content of total polyphenols. Drying of the extract obtained under optimal
conditions was carried out by lyophilization, using maltodextrin, gum arabic and pectin as
drying aids in different proportions, Formulation 1 (F1): 100% maltodextrin, Formulation 2
(F2): 98% maltodextrin + 2% pectin, Formulation 3 (F3): 50% maltodextrin + 50% gum arabic
and Formulation 4 (F4): 48% maltodextrin + 50% arabic gum + 2% pectin. According to the
chemical profile obtained from the four studied clones, twenty-four bioactive compounds were
tentatively identified, and the fruits of the BRS 236 clone had higher ascorbic acid content and
its isomer, citric acid, procyanidin B trimer, rutin and higher contents of total vitamin C, total
polyphenols and antioxidant activity (ABTS AND FRAP). This study showed that the high
contents of ascorbic acid and its isomer, citric acid, procyanidin B trimer and rutin are strongly
associated with the antioxidant capacity of green acerola fruits. The fruits of the BRS 236 clone
have significantly higher values of these compounds and antioxidant activity, which contributes
to its high antioxidant potential. The best conditions for extracting phenolic compounds from
green acerolas were achieved when combined hydroalcoholic solution (49.07% ethanol) with a
time of exposure to ultrasound of 14.55 minutes. Maltodextrin combined with gum arabic
provided greater retention of phenolic compounds, although all formulations studied showed
high solubility and antioxidant capacity indicating that they can possibly be used as a raw

material rich in bioactive compounds.



Keywords: Bioactive compounds; Ultrasound-assisted extraction; Response surface

methodology; Lyophilization; Malpighia emarginata D.C.
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1. INTRODUCAO

Os frutos da aceroleira (Malpighia emarginata D.C.) sdo conhecidos por seu alto
conteddo de fitoquimicos, os quais sdo resultantes do seu metabolismo secundério,
principalmente vitamina C e compostos fendlicos, como os derivados do &cido benzoico,
flavonoides, antocianinas e carotenoides, tornando esses frutos atrativos para extragcdo de seus
componentes bioativos (BELWAL et al., 2018).

O consumo de frutas, como a acerola, é de grande relevancia na promogdo a salde e
prevencdo de doencas, ja que os alimentos com propriedades funcionais estdo mais populares
na industria alimenticia para o desenvolvimento de novos produtos e como auxiliares na
prevencdo de enfermidades cronicas, como doencas cardiovasculares, Alzheimer e osteoporose
(KHAN et al., 2013). Estudos com acerolas (polpas e sucos) demonstram que além de sua
capacidade antioxidante, podem auxiliar no controle da diabetes, por possuir a¢do anti-
hiperglicémica, aléem de aumentar o colesterol bom (HDL) e diminuir o colesterol ruim (LDL),
também apresenta atividade antimutagénica, sendo capaz de proteger o DNA de danos causados
pelo ion ferro, também tém acdo anti-inflamatoria e ajuda na prevencdo da obesidade
(BARBALHO et al., 2011; DIAS et al., 2014; HORTA et al., 2016).

Embora a acerola apresente todos esses beneficios devido a sua composicdo, a
quantidade dessas substancias bioativas presentes na acerola pode depender de varios fatores,
como condigdes climaticas, tratos culturais, localizacdo geografica, condicGes de
processamento e armazenamento, fatores genéticos e estadio de maturacdo (MEZADRI et al.,
2008). Sendo assim, o conhecimento sobre a composi¢do quimica desses frutos é importante,
visto que pode auxiliar no processo de selecdo e aprimoramento de variedades, verificando as

semelhancas e diferencas entre cultivares.

A determinacdo dos constituintes quimicos da acerola pode ser realizada por meio de
analises metabdlicas, através das quais pode-se adquirir o perfil quimico dos frutos, e assim, as
substancias presentes sdo identificadas e correlacionadas com a sua atividade biologica, por
meio da aplicacdo de métodos estatisticos multivariados, como a analise de componentes
principais, e o resultado obtido pode ser usado para ressaltar seu potencial para consumo ou
aplicacdo (FUJIMURA et al., 2011; OMS-OLIU; ODRIOZOLA-SERRANO e MARTIN-
BELLOSO, 2013; SILVA et al., 2016).



Os compostos fendlicos presentes nos vegetais apresentam elevada atividade bioldgica,
mas para se obter uma alta demanda de fendlicos de diferentes matrizes alimentares é necessario
escolher um processo de extracdo que proporcione alto rendimento do processo. O
procedimento de extracdo depende principalmente do material utilizado, solvente e da técnica
escolhida, muitas metodologias convencionais fazem o uso de solventes organicos, utilizam
temperatura, agitacdo e maceracgdo, ja 0s processos de extracdo ndo convencionais diminui-se
0 uso de solventes e a necessidade de maior uso de tecnologia como por exemplo, a extragéo
assistida por ultrassom, microondas e fluido super-critico (COSTA et al., 2020; OLIVEIRA
et al., 2016; SOQUETTA; TERRA; BASTOS, 2018).

Técnicas de otimizacao de processos como a metodologia de superficie resposta (MSR)
auxiliam na obtencdo de excelentes condi¢bes de varios procedimentos, diminuindo a
quantidade de experimentos necessarios e podem ser aplicadas em vérias areas, como na
extracdo de componentes de interesse presentes em plantas, compostos bioativos que possuem
propriedades benéficas para humanos e através dela, pode-se obter as melhores condices e
rendimentos dos meétodos de extracdo de materiais vegetais (COSTA et al., 2020).

Ap0s a obtencdo de extratos com altos contetdos de compostos bioativos é importante
levar em consideracdo sua durabilidade que pode ser limitada devido sua baixa estabilidade
quimica, influenciada por fatores como alta umidade, pH, temperatura, oxigénio, luz e enzimas
que restringem a aplicacdo desses antioxidantes naturais em alimentos (CAM; ICYER e
ERDOGAN, 2014; REZENDE; NOGUEIRA e NARAIN, 2018). Portanto, para a protecio
desses compostos contra esses agentes, € interessante reduzir a atividade de dgua do material,
para impedir que as reacdes de degradacdo ocorram mais rapidamente, 0 processo de secagem
como por exemplo, a liofilizacdo utilizando agentes coadjuvantes de secagem, aléem de ajudar
a proteger os ativos contra sua degradacdo e dos fatores ambientais adversos, podem aumentar
sua solubilidade, facilitando sua possivel aplicacdo em alimentos (ISIK; ALTAY e
CAPANOGLU, 2018; NGUYEN et al., 2018).

Diante do exposto, faz-se importante a escolha de um material que tenha uma alta
variabilidade de compostos de elevado valor bioldgico, uma condicdo de extracdo que
proporcione altas taxas desses compostos e um processo que mantenha a integridade desse
material. Assim pode-se obter uma matéria prima de excelente capacidade antioxidante que

podera ser incorporada em alimentos, cosméticos e estudada para fins terapéuticos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante in vitro de extrato de frutos verdes de acerola e obter um pé
com elevada capacidade antioxidante que tenha a possibilidade de ser utilizado como aditivo

ou matéria prima para elaboracéo de alimentos, medicamentos e/ou cosméticos.

2.2 Objetivos especificos

e ldentificar quais compostos estdo  possivelmente  relacionados com
a atividade antioxidante de frutos de acerola verde;

e A partir do clone mais promissor para obtencdo desses fitoquimicos
estudar as melhores condicGes de extracdo desses compostos;

e Realizar a secagem do extrato otimizado utilizando diferentes adjuvantes de secagem, a
fim de obter um pé com elevada capacidade antioxidante que tenha a possibilidade de
ser utilizado como aditivo ou matéria prima para elaboracdo de alimentos,
medicamentos e/ou cosméticos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Acerola como fonte de bioativos

A aceroleira (Malpighia emarginata D.C.) é uma planta de clima tropical naturalmente
encontrada das Ilhas do Caribe, Américas Norte, Central e Sul e sua época de plantio ocorre de
preferéncia no comeco ou durante a estagdo chuvosa. Esta cultura surgiu no Brasil na década
de 50 através da Universidade de Pernambuco, e a partir dos anos 80 passou a ser explorada
comercialmente. Os maiores estados produtores do Brasil sdo Pernambuco, Ceara, Sergipe,
Paraiba, Piaui, Sdo Paulo, Para, Parand, Bahia e Espirito Santo (FURLANETO e NASSER,
2015; IBGE, 2017).

A aceroleira apresenta uma grande variabilidade em sua espécie, com isso, o trabalho
de melhoramento genético visa melhorar e diminuir essa variabilidade, através da
homogeneizacdo do pomar, prevalecendo o crescimento de plantas com caracteristicas
desejaveis como alto teor de vitamina C, maior produtividade, melhor qualidade dos frutos e
maior resisténcia a problemas fitossanitarios, obtendo frutos que atendam a necessidade dos
produtores e consumidores (MOURA et al., 2007; PAIVA et al., 1999).

Para expansdo do crescimento de variedades de aceroleiras, 0 melhoramento genético,
através da variabilidade genética destas plantas, proporciona o desenvolvimento de gendtipos
com caracteristicas desejaveis para processamento, consumo in natura, levando a Embrapa
Agroindustria Tropical, em 2003, a lancar as variedades BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cereja),
BRS 237 (Roxinha) e BRS 238 (Frutacor) (RITZINGER e RITZINGER, 2011).

Figura 1 - Frutos verdes de clones de aceroleira: BRS 235 (Apodi), BRS 236 (Cereja), BRS 237
(Roxinha) e BRS 238 (Frutacor).
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Fonte: elaborada pelo autor (2020).




Os frutos maduros de acerola sdo conhecidos por seu elevado contetdo de vitamina C,
e devido a isso, sua alta atividade antioxidante e seus contetdos de antocianinas, possuem valor
significativo para os fabricantes de produtos alimenticios funcionais; além disso, possui uma
grande quantidade de outros fitoquimicos como compostos fendlicos e carotenoides, também
possui aminoacidos como asparagina, alanina, prolina, acido aspartico, serina e acido y-
aminobutirico, cidos organicos como acido malico, acidos citrico e tartarico, monossacarideos
frutose e glicose (HANAMURA; UCHIDA e AOKI, 2008).

O fruto verde possui contetido mais elevado de vitamina C, como indicado por Oliveira
et al. (2012), o contetdo em frutos imaturos € mais alto, cerca de duas vezes maior (3756,47
mg. 100 g*MF) em comparacdo ao fruto quando atinge a maturidade, que tem o contelido
reduzido (1819,55 mg. 100 g*MF). Os compostos fendlicos também se apresentam em maior
quantidade nos frutos verdes, sendo as proantocianidinas mais encontradas diminuindo com o
amadurecimento, e as antocianinas apresentam maiores contetdos nos frutos maduros
(HANAMURA; UCHIDA e AOKI, 2008). Essa diminuicdo de compostos fendlicos totais pode
estar relacionada com a atividade da enzima polifenoloxidase que oxida e polimeriza esses
compostos (SHWARTZ et al., 2009).

Com o aumento da demanda por produtos funcionais, tém-se buscado fontes naturais
para enriquecimento dos alimentos, tornando-os aliados do bom funcionamento do organismo
e no combate a doencas degenerativas. Comercialmente, os frutos verdes séo bastante utilizados
como fonte de extracdo de vitamina C. As polpas dos frutos podem ser atomizadas ou
liofilizadas para se tornarem pos e utilizados como matéria prima por industrias farmacéuticas
e alimenticias, sendo utilizado no preparo de medicamentos, adicionados a sucos, massas para
bolos e doces e ainda sua ingestao pode ocorrer de forma direta por meio de capsulas gelatinosas
contendo 0 p6 (RIGHETTO; NETTO e CARRARO, 2005; RITZINGER e RITZINGER, 2011).

3.2 Processos de extracao de fenolicos

Os compostos fenodlicos sdo quimicamente representados pela ligacdo de um
grupamento hidroxila a um anel aromatico. Sao produtos do metabolismo secundario de plantas
e apresentam propriedades importantes para o desenvolvimento e protecdo desses vegetais.
Devido a presenca de grupos lipofilicos e hidrofilicos, os polifendis possuem solubilidade em
misturas de agua e alcool (REITZER et al., 2018).



Os processos de extracdo de compostos organicos, em sua maioria, utilizam solventes
orgénicos que dificultam o processo de recuperacéo do produto, além de serem prejudiciais a
saude. Por isso, pesquisadores estdo propondo a “extragdo verde” para minimizar a utilizacdo
de solventes, reducédo de energia, e de poluicdo ambiental, sendo assim, estudos baseados em
tecnologias que envolvem um menor uso de solventes como micro-ondas, utilizacdo de fluido
supercritico e ultrassom tém sido cada vez mais utilizados para extragdo de compostos (WEN
et al., 2018). Além disso, tem-se observado a maior eficiéncia desses métodos de extracdo para
compostos bioativos devido a capacidade de proporcionar maiores rendimentos na recuperagdo
desses compostos em relacdo a extragdo convencional, e maiores taxas de extracdao, mantendo
a sua atividade antioxidante (LIANFU; ZELONG, 2008; PINGRET et al., 2012).

Jovanovi¢ et al. (2017) realizaram um estudo de otimizacdo do processo de extracdo de
polifenois de uma planta medicinal (Thymus serpyllum L.) avaliando os parametros de extracao
tamanho de particula, razéo sélido-solvente, tipo de solvente e tempo de extracéo, por meio de
maceragdo, extracdo assistida por calor e ultrassom, utilizando etanol como solvente,
concluiram que o tempo de extracdo ndo influenciou na resposta de rendimento de compostos
fendlicos, a extracdo assistida por ultrassom combinada de tamanho de particula de 0,3 mm,
razdo de sélido-solvente 1:30 e etanol a 50% foram as melhores condi¢des de maior rendimento
desses compostos.

A fim de comparar a extracdo de compostos fendlicos e o potencial antioxidante por
método convencional com a assistida por ultrassom, BAKHT et al. (2019) guantificaram o
conteldo de polifenois e a atividade antioxidante de cha preto comercial avaliando os
parametros frequéncia de ultrassom (26 kHz, 40 kHz), temperatura (30, 40 e 50 ° C) e poténcia
(30, 40 e 50%) em um tempo fixo de 30 min. Como resultado, obtiveram que o processo de
extracdo por ultrassom era melhor em comparacdo a convencional, sendo as melhores
condicBes de extracdo a temperatura de 40 °C e poténcia de 40% para as duas frequéncias
utilizadas.

Em estudo conduzido por Pradal et al. (2016) foi realizada uma cinética avaliando
alguns parametros importantes para o processo de extracdo de polifendis de raiz de chicoria
(Cichorium intybus L. var. sativum), sendo eles: tempo, quantidade de solvente (etanol),
temperatura e poténcia de ultrassom. Observou-se a relacdo entre o conteldo de polifenois
extraidos e a atividade antioxidante do extrato. Para maiores rendimentos de polifenois
extraidos 0 modelo cinético propds que o processo de extracdo deve ser realizado em intervalos

de temperaturas entre 20 — 60 °C, teor de etanol 0 — 60% (misturas etanol-agua) e poténcia



ultrassénica de 0 a 100 W, como o ultrassom auxiliou na reducéo do tempo de extragdo, também
diminuiu o consumo de energia gasto para extragéo.

O uso do ultrassom é uma técnica bastante utilizada para auxiliar a extracdo de
componentes ativos, atraves dos efeitos de cavitacdo, efeitos térmicos e efeitos mecénicos que
ocorre durante o processo destruindo a parede celular, reduzindo o tamanho das particulas
liberando compostos para fora da célula (KIMBARIS et al., 2006; MA et al., 2008; WEN et
al., 2018). O processo de cavitacdo que ocorre na sonicacdo € um fendmeno fisico causado pela
propagacdo de fortes ondas de ultrassom em liquidos levando a formacgéo de bolhas que crescem
até atingir seu valor critico com geracdo de alta temperatura e alta pressdo na zona de cavitacao,
produzindo forcas de cisalhamento e turbuléncia no momento do colapso, promovendo o
rompimento das paredes celulares e a exsudacdo do contetdo celular extraindo assim os
compostos naturais das plantas (AWAD et al., 2012; CARCEL et al., 2012; MASON;
PANIWNYK; LORIMER, 1996; PICO, 2013; PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE CASTRO,
2004).

3.3 Secagem por Liofilizacdo

O processo de secagem consiste em retirar a fracdo liquida de um alimento solido, e é
comumente utilizado na inddstria de alimentos como forma de conservagédo, aumentando a vida
de prateleira do produto, ja que a agua livre presente nos alimentos auxilia nas reac6es
bioguimicas e microbiologicas que levam a degradacdo dos componentes alimentares
(CELESTINO, 2010). No entanto, dependendo do processo de secagem utilizado alguns
prejuizos podem ser observados em alimentos secos ou desidratados, como a perda de nutrientes
e compostos termicamente sensiveis, devido as altas temperaturas empregadas no processo.

A liofilizacdo é o método de secagem mais utilizado para evitar perdas de compostos
sensiveis ao calor, pois 0 processo consiste na eliminacdo da agua por sublimacéo, o sistema
utiliza vacuo que reduz a pressao e as temperaturas utilizadas sdo baixas afetando minimamente
a qualidade final do produto, tendo como principais vantagens a baixa perda de nutrientes e a
facil reidratacdo do produto (CELESTINO, 2010).

No entanto, algumas desvantagens podem ser observadas nos processos de secagem de
sucos e polpas de frutos, como a tendéncia das particulas aglomerarem, além de aumentar a
viscosidade e higroscopicidade dos pds produzidos devido a alta quantidade de acgucares

presentes nos frutos, sendo necessaria assim a utilizacédo de adjuvantes de secagem gque possuem



alto peso molecular que além de facilitar o processo, aumentam o rendimento, protegem
compostos sensiveis, preservam o aroma e sabor (CORTES; HERNANDEZ e ESTRADA,
2017; PHISUT, 2012)

3.4 Adjuvantes de secagem

Materiais que possuem em sua composicdo altas concentracfes de agucares, como as
frutas, polpas de frutas e derivados, quando submetidos a um processo de secagem, por exemplo
a liofilizacdo, acabam apresentando um produto final de aspecto esponjoso, com alta capacidade
de absorcéo de agua, ou seja possui elevada higroscopicidade, e isso se deve a baixa temperatura
de transicao vitrea que agucares e acidos de baixo peso molecular possuem, 0 que proporciona
0 processo de agregacdo das particulas, diminuindo assim a estabilidade, rendimento e
consequentemente a qualidade do produto. Portanto, como forma de minimizar ou mesmo evitar
que ocorra essa deformidade do material, € necessario fazer a utilizacdo de adjuvantes de
secagem que possuem alto peso molecular e alta temperatura de transicao vitrea, o que auxilia
na diminuicdo da higroscopicidade do p6 seco (BHANDARI; HARTEL, 2005; BHANDARI et
al., 1997; OLIVEIRA, 2008).

Os adjuvantes de secagem podem proporcionar um produto seco com maior qualidade
final ndo somente por diminuirem a higroscopicidade, mas sim porque estes sdo capazes de
promoverem mudangas nas caracteristicas do pé seco, deixando-os mais estaveis, conferindo
protecdo contra a degradacdo das substancias biologicamente ativas existentes no produto.
Sendo assim, é importante a escolha do adjuvante de secagem, pois suas propriedades vao

interferir na qualidade do produto final.

3.4.1 Maltodextrinas

As maltodextrinas sdo carboidratos de alto peso molecular obtidas a partir da hidrélise
parcial do amido (SANTOS, 2016). O amido obtido de diferentes fontes vegetais, possui em
sua composicao amilose e amilopectina, dois polimeros de glicose, a amilose de estrutura linear,
onde glicoses sdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 e amilopectina com
ramifica¢des de ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6 e durante o processo de hidrélise do amido

as proporc¢des desses polimeros séo diferentes, no entanto a maioria dos amidos contém de 70



a 80% de amilopectina, que é digerido mais facilmente pela enzima a-amilase (BULEON et al.,
1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Essa razdo de amilose/amilopectina influencia nas
propriedades do amido, consequentemente nas propriedades, aplicagdes tecnologicas e
digestibilidade das maltodextrinas (COULTATE, 2009).

O processo de producdo das maltodextrinas ocorre através da hidrélise do amido, a partir
do aquecimento do amido nativo em agua, onde os granulos de amido irdo se inchar e romper,
disponibilizando assim o amido gelatinizado que pode ser degradado por acdo enzimatica ou
quimica (acida) seguido de uma etapa de secagem, obtendo um pé de coloragdo branca, de alta
pureza e seguranca microbiolégica (BEMILLER, JAMES N. WHISTLER, 2009; TAKEITI,
KIECKBUSCH; COLLARES-QUEIROZ, 2010). As diferentes composicdes do amido
hidrolisado sdo expressas pela equivaléncia de dextrose (DE), onde quanto maior 0 grau de
hidrolise, maior o DE, que corresponde a quantidade de agUcares redutores expressa como
dextrose (em g) em 100g de matéria seca de produto (COULTATE, 2009).

Maltodextrinas com diferentes DE sdo comumente utilizadas como adjuvantes de
secagem e também em alimentos e bebidas, por possuirem uma alta solubilidade em &gua, baixa
viscosidade, baixa higroscopicidade, alta temperatura de transicao vitrea, sabor suave e baixo
custo, auxiliam como controle de gelificacdo ou congelamento, melhoram a eficiéncia de
encapsulacdo e protegem compostos antioxidantes no processo de secagem e armazenamento
(BARBOSA et al., 2015; HOFMAN; VAN BUUL; BROUNS, 2016; ROBERT et al., 2010).

3.4.2 Goma Arabica

A goma arabica é um polissacarideo que pode ser obtido a partir do exsudato de plantas
do género Acacia, sendo as espécies Acacia seyal e Acacia senegal L. as utilizadas para
producdo de goma ardbica para aplicacdes alimenticias (BARAY, 2009; ROSA, 2019). O
processo de producdo da goma aradbica inicia com a coleta manual dos exsudatos secos das
plantas, que séo triturados para obtencdo de um po repleto de impurezas que necessita lavagem
com agua, e das etapas de filtracdo e pasteurizacdo, e a solugdo é entdo seca em spray dryer e a
goma arabica é obtida(IDRIS; HADDAD, 2012).

A goma ardbica é composta por arabinogalactana, glicopeptideo e um complexo
arabinogalactana-proteina, e a propor¢do dessa composicdo varia de acordo com a espécie da
planta, ambiente, extracdo e purificacdo (LIZ et al., 2006; PHILLIPS; WILLIAMS, 2001). O

complexo arabinogalactana-proteina é a fracdo responsavel pelas caracteristicas emulsificantes



10

e estabilizantes da goma arabica (IDRIS e HADDAD, 2012). Devido essas propriedades,
juntamente com a sua solubilidade em agua, faz com que a goma arabica seja bastante utilizada
nas industrias alimenticias como de bebidas, panificacdo, confeitaria, produtos lacteos, molhos
e temperos, entre outros (BARAY, 2009; PATEL; GOYAL, 2015).

Outros aspectos desse material, como a capacidade de formacdo de filmes, alta
temperatura de transicdo vitrea, capacidade antioxidante, baixa viscosidade, boa retencéo de
compostos volateis, protecdo de compostos contra oxidacdo faz com que ele seja um dos mais
utilizados como adjuvante de secagem, no entanto, devido ao seu alto custo, por sua
disponibilidade e impurezas, seu uso se tornou mais restrito, sendo mais comumente substituido
ou combinado com outros materiais (BALLESTEROS et al., 2017; JAFARI et al., 2008;
MONTENEGRO; BOIERO, M. L., VALLE, L. BORSARELLI, 2012).

3.4.3 Pectina

A pectina € um polissacarideo constituido principalmente por monémeros de acido
galacturdnico, que estéd presente na parede celular e lamela média de vegetais, auxiliando na
estrutura, firmeza e textura de frutas e vegetais, durante seu desenvolvimento e,
consequentemente, é desses materiais de onde ela € comumente extraida, principalmente de
frutos citricos, para ser utilizada na industria como gelificante na elaboracédo de geleias e doces
(GUMMADI; PANDA, 2003; SANTI, 2005; SANTI; BERGER; SILVA, 2014). As pectinas
podem ser classificadas segundo seu grau de esterificacdo, podendo ser de baixa metoxilacdo
(25 a 50%) capaz de formar gel na presenca de ions divalentes ou alta metoxilacédo (50 a 80%),
formando géis na presenca de altas concentracdes de agticares e acidez (FATHI; MARTIN;
MCCLEMENTS, 2014).

Especialmente  por suas  propriedades  gelificantes,  biodegradabilidade,
biocompatibilidade e capacidade de aumentar a estabilidade de compostos ativos, tem sido
utilizada em processos de microencapsulacdo como material de parede, em diferentes métodos
como a secagem por spray drying e coacervacdo (FATHI; MARTIN; MCCLEMENTS, 2014;
NOH et al., 2018). Além de sua utilizacdo como adjuvante de secagem, a pectina também pode
ser utilizada como fibra alimentar, pois possui maior resisténcia ao ambiente gastrico e baixa
digestibilidade no intestino, com capacidade de auxiliar no crescimento de probioticos, através
da sua fermentacdo por bactérias do célon (MIRANDA, 2019; NAQASH et al., 2017).
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Segundo Pieczykolan e Kurek (2019), estudos realizados utilizando a mistura de
maltodextrina com hidrocoloides para secagem e encapsulacdo de materiais, aumentam a
eficiéncia do processo, encontrando em seu trabalho, que a utilizacdo da pectina em combinacéo
com a maltodextrina proporcionou melhor retencdo de acido ascérbico, quando comparada a
outros hidrocoloides. O uso de pectina para secagem de extratos nutracéuticos, em um estudo
realizado por Sansone et al. (2011) mostrou que a mistura de pectina com maltodextrina
proporcionou uma melhor protecdo de compostos fendlicos em comparagdo com a
maltodextrina isolada, ndo apresentando diferencas significativas no contetudo de polifendis,
atividade antioxidante e umidade durante o armazenamento, também proporcionou um disfarce
no aroma desagradavel dos extratos estudados.

Embora cada agente adjuvante tenha suas propriedades, de acordo com Fang e Bhandari
(2011), uma Gnica matriz ndo € capaz de proteger compostos sozinha, pois ndo possui todas as
caracteristicas necessarias para melhorar o processo de secagem e obter um produto final de
qualidade isento de defeitos, fazendo-se portanto a necessidade de combinar os materiais a fim

de conseguir as melhores condicGes aproveitando as caracteristicas benéficas de cada um.
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4. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em trés etapas, as quais estdo apresentadas abaixo:

Inicialmente, na primeira etapa frutos verdes de quatro clones de aceroleira, BRS 235
(Apodi), BRS 236 (Cereja), BRS 237 (Roxinha), BRS 238 (Frutacor) foram avaliados quanto
aos conteudos de vitamina C, polifenois totais e atividade antioxidante (ABTS e FRAP);
Andlise de perfil fendlico, com tentativa de identificacdo dos compostos presentes nas quatro
cultivares de acerola verde; e Quimiometria.

Na segunda etapa, foi realizada a extracdo assistida por ultrassom do clone com maior
capacidade antioxidante, utilizando Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). E foi

realizada a comparacao do extrato obtido em condic¢des otimizadas com o extrato convencional.

A terceira etapa consistiu na realizacdo da secagem por liofilizacdo do extrato obtido em
condicdes otimizadas utilizando maltodextrina, goma arabica e pectina como adjuvantes de
secagem em diferentes proporgdes; e caracterizacdo dos pos quanto aos seguintes parametros:

atividade de agua, solubilidade, umidade, polifendis totais e atividade antioxidante.
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ETAPA 1 - Caracterizacdo dos Frutos dos Clones de Aceroleira

4.1 Obtencdo dos frutos de aceroleira e da polpa utilizada nas analises

Frutos de quatro clones de aceroleira (Malpighia emarginata D.C): BRS 235 (Apodi),
BRS 236 (Cereja), BRS 237 (Roxinha) e BRS 238 (Frutacor), desenvolvidos pelo Programa de
Melhoramento Genético da Embrapa Agroindustria Tropical foram selecionados com base em
seus altos conteudos de compostos fenélicos e vitamina C (OLIVEIRA et al., 2012).

Os frutos foram colhidos no periodo da manhd em estadio de maturagdo Il (fruto no
maximo do seu tamanho totalmente verde) no Jardim Clonal de aceroleira localizado no Campo
Experimental da Embrapa, na cidade de Pacajus — CE, Brasil (4° 10' 21" S e 4° 10' 21" W, com
73,9 m de altitude a 48 km da capital) (CEARA, 2017) foram transportados, em sacos plasticos
transparentes, para o Laboratorio de Pds — Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical,
Fortaleza-Ceara, onde foram mantidos a -80 ° C em ultrafreezer até posterior processamento.

Para obtencdo da polpa, os frutos dos quatro clones de aceroleira foram processados
separadamente em uma centrifuga doméstica (Phillips, R11858), e apds o processamento, 0s
residuos foram descartados e as polpas obtidas foram armazenadas em ultrafreezer a -80 ° C

até posteriores analises.

4.2 Determinacéo do contetdo de vitamina C total

A vitamina C foi determinada de acordo com método proposto por Sanchez-Mata et al.
(2000). Inicialmente, 5 g de polpa foram pesadas e homogeneizadas com 20 mL de solucao
extratora (&cido acético p.a. 8% v/v e acido metafosférico p.a. 3% p/v) e 25 mL de agua
destilada. Apds 5 minutos, uma aliquota de 3 mL foi retirada, filtrada (PTFE, 0,45 um, Jet
biofilm™) em vials e injetada em HPLC-UV (Waters Co., Milford, MA, EUA). Todo
procedimento experimental foi realizado na auséncia de luz. Os resultados obtidos foram
analisados por comparacdo do tempo de retencdo e da area de pico de absor¢do a 245 nm, com
base em uma curva padro de acido ascorbico (100 a 500 mg. L) e &cido dehidroascorbico (25
a1000 mg. L?). O contetido de vitamina C total foi determinado através da soma dos contetidos
de &cido ascérbico e acido dehidroascérbico e os valores foram expressos em mg de &cido

ascorbico.100 g de massa fresca (MF).
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4.3 Polifenois extraiveis totais (PET)

4.3.1 Obtencéo do extrato

Para obtencdo do extrato, 0,5 g de polpa foram homogeneizadas com 4 mL de solucéo
de metanol 50% e a mistura foi deixada em repouso por 60 minutos. Apés esse periodo, a
mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 25 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
filtrado com papel de filtro Whatman n° 1 para baldo volumétrico de 10 mL e o precipitado foi
ressuspenso em 4 mL de solucdo de acetona 70%, homogeneizado, deixado em repouso por 60
minutos e, em seguida, centrifugado nas mesmas condicOes citadas anteriormente. O
sobrenadante foi filtrado e adicionado ao primeiro no baldo volumétrico, sendo este aferido com
agua destilada (LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997).

4.3.2 Quantificacao de polifenois extraiveis totais

A determinacdo do conteddo de polifendis extraiveis totais (PET) foi realizada
utilizando método de Folin-Ciocalteau, de acordo com Obanda; Owuor e Taylor (1997) com
modificagcdes. Foram adicionados 20 pL do extrato mais 980 pL de agua destilada em tubos de
ensaio. Posteriormente, acrescentou-se 1000 pL do reagente Folin-Ciocalteau (1:3), 2000 pL
de carbonato de sodio anidro (20%) e 2000 pL de agua destilada. Os tubos foram
homogeneizados e deixados em repouso por 30 minutos. Em seguida, as leituras foram
realizadas em espectrofotémetro (Agilent Technologies, Varian Cary 50) a 700 nm. O conteudo
de PET foi calculado utilizando uma curva padréo de acido galico (0-50 pg) e os resultados

foram expressos em mg de acido galico.100 g* de massa fresca (MF).

4.4 Atividade Antioxidante Total (AAT)

4.4.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A determinagdo da atividade antioxidante total pelo método do radical ABTS (&cido

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) foi realizada segundo metodologia de Re et al.
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(1999) adaptada por Rufino et al. (2007). O radical ABTS foi preparado a partir da reacéo entre
5 mL da solucdo estoque de ABTS (7 mM) com 88 L da solucdo de persulfato de potéssio
(140 mM) na auséncia de luz. Apds 16 horas de reacdo, aproximadamente 1 mL do radical foi
diluido em élcool etilico P.A até obtencéo de absorbancia de 0,700 + 0,02 nm a 734 nm.

Em tubos de ensaio, 30 pL de extrato, obtido conforme metodologia descrita no item
4.3.1, em trés diferentes concentracdes, foi homogeneizado com 3000 pL do radical ABTS e,
apo6s 6 minutos de reacdo, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 734
nm. A AAT foi calculada a partir de uma curva padréo utilizando Trolox e os resultados foram
expressos em UM de Trolox.g? MF.

4.4.2 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo meétodo FRAP foi realizada segundo
metodologia de Pulido; Bravo e Saura-Calixto (2000), adaptada por Rufino et al. (2006).
Inicialmente, trés dilui¢cbes do extrato (obtido no item 4.3.1) foram preparadas e, a partir das
quais foram transferidas aliquota de 90 uL para tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados
270 L de agua destilada e 2700 pL do reagente FRAP (25 mL de solucdo tampéo acetato 0,3
M, 2,5 mL de solucdo TPTZ 10 mM [Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-1,3,5-Triazina] e 2,5 mL de
solucéo de cloreto férrico 20 mM). Apos homogeneizacao, os tubos de ensaio foram colocados
em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e, posteriormente, realizada a leitura das absorbancias
a 595 nm. A AAT foi calculada com base em uma curva padrdo com solugéo de sulfato ferroso
2 mM com concentracdes variando de 0 uM a 2000 UM e os resultados foram expressos em

UM de sulfato ferroso. g MF.

4.5. Analise por UPLC-QTOF-MS
4.5.1. Preparo da amostra
Para esta analise, as polpas de acerola verde congeladas obtidas conforme descrito no

item 4.1, foram submetidas a um processo de secagem por liofilizacdo a -41 ° C, com uma

pressdo de 202 mmHg por 48 horas em um liofilizador de bancada (Liotop, L202).
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4.5.2 Extragéo dos fenolicos

Foram pesados 50 mg da polpa liofilizada e adicionadas a 4 mL de hexano P.A. (Sigma-
Aldrich). A mistura foi sonicada em banho de ultrassom (Eco-Sonic, Brasil) com poténcia fixa
de 135W a 25 °C por 20 minutos. Posteriormente, foram adicionados a essa mistura 4 mL de
uma solucédo de etanol/agua (7:3) para auxiliar na extragdo dos componentes polares presentes
na amostra, e novamente o material foi sonicado nas mesmas condi¢cbes mencionadas
anteriormente. Subsequentemente, esta mistura foi centrifugada a 3000 rpm a 25 °C por 10

minutos.

4.5.3 Ensaio

Apos a centrifugacdo descrita no topico anterior, foram formadas duas fases, sendo a
superior apolar (hexano) e a inferior polar (etanol/agua). Uma aliquota de 2 mL da fase inferior
foi retirada e filtrada (PTFE 0,22 um, Whatman, Merck, Alemanha) em frascos de penicilina.
Em seguida, foram retirados 900 pL do filtrado dos frascos de penicilina e transferiu-se esta
aliquota para frascos tipo vials, onde também foram adicionados 100 pL de uma solucéo padréo
interna (Genisteina 10 pg / mL) .Os vials foram levados para serem analisados pelo sistema
UPLC (Waters Co., Milford, MA, EUA). A analise UPLC (Ultra-Performance Liquid
Chromatography) foi realizada em uma coluna Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 pum;
Waters) em um sistema UPLC Waters Acquity. A temperatura da coluna foi ajustada para 40
°C. O sistema de eluicdo com gradiente binario consistiu em 0,1% de &cido formico em agua
(A) e 0,1% de acido formico em acetonitrila (B), com um gradiente linear de 2 a 95% de B (0-

15 min) e uma vazao de 0,4 mL.min.

4.5.4 Analise cromatografica e condi¢bes do Massas de Alta resolucdo - XEVO-QToF

A analise foi realizada em um sistema ACQUITY UPLC, acoplado a um espectrometro
de massas Xevo Q-TOF (Waters) com uma interface de ionizacao por eletropulverizacao (ESI)
operando no modo de ionizacdo negativa na faixa de 110-1180 Da. O géas de dessolvatacéo foi
fixado em nitrogénio a 350 °C com uma vazdo de 500 L.h. As tensdes capilar e cone foram

ajustadas para 2,6 kV e 0,5 V, respectivamente. Leucina encefalina (leucina-encefalina, 0,2
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ng.uL?; [M-H] - fon em m/z 556.2771) foi utilizada como lock mass. As atribuigdes precisas
de massa e formula molecular foram obtidas pelo software MassLynx 4.1 (Waters Corporation).
A identificagdo dos compostos organicos foi realizada considerando os respectivos valores de
m/z, perfil de fragmentacdo e relatorios da literatura.

4.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de

comparacdo de médias de Tukey (p < 0,05) utilizando o programa Sisvar.

ETAPA 2 — Obtencéo de condigdo otimizada de extracdo de compostos antioxidantes de

frutos verdes da aceroleira

4.7 Extracdo assistida por ultrassom

O processo de extracao realizado por ultrassom foi conduzido com base em metodologia
de superficie de resposta (MSR) utilizando como variaveis independentes a concentracao de
etanol (%) na solucdo extratora e o tempo de sonicacdo (minutos). A variacdo do limite da
concentracdo de etanol utilizado foi de 9,2 a 99,8%, enquanto para o tempo de extracao foi de
2,1 a 21,9 minutos, sendo os limites inferior e superior referentes aos pontos axiais -1,41 e 1,41,
respectivamente. De acordo com delineamento, foram realizadas 11 corridas com 4 pontos

fatoriais, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento experimental para extracdo assistida por ultrassom dos compostos
antioxidantes a partir da polpa liofilizada de frutos verdes de aceroleira do clone BRS 236.

Extratos Etanol (%) Tempo (min) - -

1 22,5 5 -1 -1
2 22,5 19 -1 1
3 86,5 5 1 -1
4 86,5 19 1 1
5 9,2 12 141 0
6 99,8 12 1,41 0
7 54,5 21 0 1,41
8 54,5 21,9 0 1,41
9 (C) 54,5 12 0 0
10 (C) 54,5 12 0 0
11 (C) 54,5 12 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para a elaboracdo dos extratos, utilizou-se os frutos verdes do clone BRS 236, pois
foram os que apresentaram maior capacidade antioxidante quando analisados na primeira etapa.
As acerolas do clone BRS 236 foram processadas em uma centrifuga doméstica (Phillips,
RI1858) para obtencdo da polpa, que foi congelada a -80 ° C em ultrafreezer por,
aproximadamente, 24 horas, garantindo o congelamento total do material, para posterior
secagem por liofilizacdo que foi realizada nas seguintes condicdes, temperatura de -41 ° C,
pressdo de 202 mmHg por um periodo de 48 horas, em um liofilizador de bancada (Liotop,
L202). Foram pesados 0,1g de polpa liofilizada (0,1 g) e adicionados 30 mL da solucédo

extratora.

4.8 Caracterizacao dos extratos

Os extratos foram caracterizados quanto a concentracdo de compostos fendlicos totais
como variavel resposta do planejamento proposto para obtencdo das condigdes otimizadas da
extracdo. Posteriormente, para validacdo do modelo foi realizada a quantificacdo dos compostos
fendlicos no extrato produzido nas condicdes otimizadas, e comparado esse contetdo (valor
real) com o valor predito pelo modelo (teorico).

Também foi realizada uma comparacao entre o extrato obtido em condi¢des otimizadas
e o extrato convencional, sendo utilizadas as analises de polifendis totais, e atividade

antioxidante total pelos métodos ABTS e FRAP a fim de verificar se a quantificacdo do
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conteldo desses compostos nos dois extratos estudados apresentava alguma diferenca

significativa entre si.

4.8.1 Obtencéo do Extrato em condigdes otimizadas

Para 0 extrato otimizado, a polpa liofilizada (0,1 g) foi adicionada a 30 mL da solucéao
extratora de etanol a 49,07% e, posteriormente, submetida a banho ultrassdnico (Eco-Sonic,
Brasil - 135W) por 14,55 min a 25 °C. Apds o tempo de sonicacdo, o material foi centrifugado
a 3000 rpm por 10 minutos, a 25°C. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado com papel de filtro

Whatman n° 1 e armazenado em ultrafreezer até posteriores analises.

4.8.2 Obtencéo do Extrato convencional

Para elaboracdo do extrato convencional, utilizou-se a metodologia descrita no item
4.3.1 com algumas modificagdes. Pesou-se 0,1 g de polpa (liofilizada) que foi homogeneizada
com 12 mL de solucdo de metanol 50% e a mistura foi deixada em repouso por 60 min. Apos
esse periodo, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 min a 25 °C. Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado com papel de filtro Whatman n° 1 para um frasco de vidro onde ficou
reservado, e o precipitado foi ressuspenso em 12 mL de solucdo de acetona 70%,
homogeneizado, deixado em repouso por 60 min e, em seguida, centrifugado nas mesmas
condicdes citadas anteriormente. O sobrenadante foi filtrado e adicionado ao primeiro e foram
transferidos para uma proveta, sendo esta aferida com agua destilada para o volume final de 30
mL (LARRAURI; RUPEREZ e SAURA-CALIXTO, 1997).

4.8.3 Quantificacao de polifendis extraiveis totais (PET)

Para determinacao dos compostos fendlicos nesta segunda etapa, foram adicionados em
tubos de ensaio, 30 uL de cada extrato, 970 pL de agua destilada e posteriormente, os reagentes
foram acrescentados e realizada a quantificacdo de polifendis como descrita no item 4.3.2. Os
resultados obtidos nesta etapa foram expressos em mg de acido galico.100 g de massa seca
(MS).
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4.8.4 Atividade Antioxidante Total (AAT)

4.8.4.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A partir dos extratos obtidos nesta segunda etapa, foram realizadas trés diluicdes e de
cada uma foi retirada uma aliquota de 30 pL que foi adicionada em tubos de ensaio e foram
acrescentados 3000 uL do radical ABTS e seguiu a metodologia como descrito no item 4.4.1.

4.8.4.2 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

A partir dos extratos obtidos nesta segunda etapa, foram realizadas trés dilui¢bes e de
cada uma foram retiradas aliquotas de 90 UL e transferidas para tubos de ensaio, e adicionados

0s reagentes conforme descritos no item 4.4.2.

4.9 Analise estatistica

Para otimizacgéo do processo de extracdo, o delineamento experimental DCCR (Design
Central do Composto Rotacional) foi submetido a metodologia de superficie resposta (MSR)
usando o software STATISTICA10. O modelo foi validado estatisticamente pela ANOVA (p <
0,05) e o teste de Pareto foi utilizado para analisar o efeito das variaveis independentes na
resposta. Para a comparacdo dos extratos otimizado e convencional, a analise estatistica foi

realizada como descrito no item 4.6.

ETAPA 3 — Obtencéo e caracterizacdo dos pds do extrato antioxidante otimizado de

frutos verdes de aceroleira

4.10 Preparacdo do extrato e Elaboracdo dos p6s com diferentes adjuvantes para a
secagem

Inicialmente, o extrato foi preparado conforme descrito no item 1.3. Posteriormente, o

extrato foi concentrado utilizando um evaporador rotativo (Fisatom, modelo 803) a 53 °C e 44
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rpm até reducdo do volume em aproximadamente metade do volume inicial e, em seguida,
armazenado em ultrafreezer a -80 °C.

Para a elaboracéo dos pos, foi adicionado a 100 mL do extrato (4,4% de sélidos soluveis)
maltodextrina, goma arébica e pectina como agentes adjuvantes de secagem, em diferentes

proporc¢des (Tabela 2), até obtengdo de contetido de sélidos sollveis totais de 20%.

Tabela 2. Composicéo das formulagdes e suas respectivas proporcoes.

Formulagdes Composicéo
F1 100% maltodextrina
F2 98% maltodextrina + 2% pectina
F3 50% maltodextrina + 50% goma ardbica
F4 48% maltodextrina + 50% goma arabica + 2% pectina

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Apos adicdo dos adjuvantes de secagem, as solucbes foram colocadas em agitador
magneético, até completa solubilizagdo, proporcionando uma solugdo homogénea (Figura 2A),
sendo posteriormente congeladas em ultrafreezer a -80 °C por 24 h e colocados em liofilizador
de bandejas (Liobras, Liotop LP 510) por 48 h. Depois da secagem, os materiais foram

macerados utilizando pistilo e almofariz até obtencédo dos pds (Figura 2B).

FIGURA 2 — Extrato e extratos com adjuvantes de secagem antes da liofilizacdo (A), Extratos
apos liofilizacdo com adjuvantes de secagem (B).

(GY)

EXTRATO (F1) (F2) (F3) (F4)

(B)

Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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*Formulagdo 1 (F1): 100% maltodextrina, Formulagdo 2 (F2): 98% maltodextrina + 2% pectina, Formulagdo 3
(F3): 50% maltodextrina + 50% goma arabica e Formulacdo 4 (F4): 48% maltodextrina + 50% goma arabica +
2% pectina.

4.11 Caracterizacao dos pos

4.11.1 Umidade, Atividade de dgua e Solubilidade

A analise de umidade foi realizada utilizando um analisador de umidade por
infravermelho (GEHARA, 1\V2000). Foram pesados aproximadamente 1g dos p6s em pratinhos
de aluminio e colocados no equipamento a temperatura de 100 °C até obtencdo de massa
constante. O equipamento ja mostrava os resultados obtidos em % de umidade.

A Atividade de agua (Aw) foi determinada atraves do medidor de atividade de agua
(AQUALAB, serie 3TE Decagon, Pullman, USA) a 25 °C. Os pos foram colocados na capsula
do equipamento, até a demarcacdo (metade da capsula) conforme as instrucfes do fabricante.
Os tempos de anéalise variaram de 5 a 10 minutos.

A solubilidade dos pos foi determinada segundo metodologia descrita por Cano-Chauca
et al. (2005) com modificacdes. Foram pesados 25 mg do pé em tubos para centrifuga e
adicionados 25 mL de agua destilada. Apdés homogeneizacdo, realizada manualmente, e
centrifugacdo (Hettich zentrifugen, Rotina 380R) a 3000 rpm por 10 minutos a 25 °C, uma
aliquota de 20 mL do sobrenadante foi retirada e transferida para uma placa de Petri,
previamente pesada, e levada para estufa com circulacdo de forcada de ar (Tecnal, TE-394/2) a
temperatura de 105 °C até obtencdo de massa constante. A solubilidade foi calculada de acordo

com a equacdo (Eq. 1) descrita abaixo, e foi expressa em % de solubilidade.

massa inicial — massa final * 100
Eq.1 Solubilidade (%) = ( (g) final(g))

massa inicial (g)

4.11.2 Polifendis extraiveis totais (PET) dos p6s

Para determinacdo dos compostos fendlicos dos pos, foram pesados 10 mg de cada

formulacdo em Bécker e adicionados 10 mL de agua destilada, e homogeneizados com bastéo
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de vidro. Posteriormente, foi retirada uma aliquota de 1 mL e realizada a quantificagdo de

polifendis como descrita no item 4.3.2.

4.11.3 Atividade Antioxidante Total (AAT) dos pos

4.11.3.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS

Inicialmente, foram pesados 100 mg de cada formulacdo e adicionados 5 mL de &gua
destilada, a partir dessa concentracéo foram realizadas dilui¢fes e de cada uma foi retirada uma
aliquota de 30 pL que foi adicionada em tubos de ensaio e foram acrescentados 3000 pL do

radical ABTS e seguiu a metodologia como descrito no item 4.4.1.

4.11.3.2 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP, foram pesados 25 mg
e adicionados 5 mL de agua destilada, e a partir desse, trés diluicdes foram preparadas e uma
aliquota de 90 pL de cada diluicdo foram colocadas em tubos de ensaio, e adicionados 0s

reagentes conforme descritos no item 4.4.2.

4.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada como descrito no item 4.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.1 Vitamina C
O contelido de vitamina C total (Figura 3), variou de 1995,50 a 3013,53 mg.100g™ e 0
BRS 236 se destacou em comparagédo aos demais clones estudados, os quais ndo apresentaram

diferenca estatistica entre si.

FIGURA 3 - Conteudo de vitamina C total dos frutos de acerola verde dos quatro clones
estudados.
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Fonte: dados da pesquisa.

Estudos relatam que ocorre a diminuicdo da vitamina C durante o amadurecimento de
acerolas, sendo seu conteudo presente em maior quantidade em frutos verdes (BADEJO;
FUJIKAWA; ESAKA, 2009; OLIVEIRA et al., 2012, CARVALHO et al., 2018; RIBEIRO e
FREITAS, 2020; XU et al., 2020). A média de valores encontrados neste estudo para frutos do
clone BRS 236 (3013,53 mg.100g?) foi mais elevada quando comparado aos contelidos
encontrados por Oliveira (2012) 2719 mg.100g%, Xu (2020) 2386 mg.100g™, Vendramini;
Trugo (2000) 2164 mg.100g, para frutos de aceroleira predominantemente verdes. O contetido
de vitamina C é bastante variavel dependendo ndo somente da cultivar como também dos tratos
culturais, como mostra Carvalho et al. (2018) que encontraram 3705,57 mg.100g em frutos

verdes de acerolas da cultivar Junko produzida de forma organica.

A vitamina C esta presente na maioria das frutas, principalmente na acerola, sua

solubilidade em agua e sensibilidade térmica a tornam suscetivel a tratamentos pos-colheita e
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condi¢cdes de armazenamento, além disso um dos fatores que auxiliam na rapida degradacdo
desse composto € que durante o amadurecimento da acerola ou em condicGes de estresse ocorre
0 aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) que vao levar a perda da qualidade dos
frutos, diminuindo sua vida Util pés-colheita, e como forma de minimizar os danos causados
por essas espécies quimicas, enzimas antioxidantes como ascorbato oxidases e peroxidases que
utilizam o &cido ascdrbico para reduzir os niveis de EROs nos tecidos dos vegetais (FRANCA,
2016; Ll et al., 2011; MDITSHWA et al., 2017; RIBEIRO e FREITAS, 2020).

Um aspecto importante em relagdo a esse composto é sua estabilidade ser afetada
facilmente por alguns fatores, como temperatura, luz, presenca de metais e enzimas como
mostrado em um estudo realizado por Chim; Zambiazi e Rodrigues (2013) com néctar de
acerola onde as amostras que estiveram congeladas e as que estiveram na auséncia de luz
apresentaram maiores contetdos de vitamina C em comparacéo as amostras que foram expostas

a luz e as que estiveram em temperatura ambiente.

A determinacédo do contetdo de vitamina C é um importante pardmetro de controle de
qualidade e nutricional, pois como possui baixa estabilidade pode ser usada para constatar
possiveis alteracbes causadas pelo processamento e armazenamento, e a capacidade dessa
vitamina em auxiliar na protecéo e no bom funcionamento do corpo, reduz a concentracéo de
radicais livres responsaveis pelo aparecimento de diversas doencas crdnico-degenerativas,
como o mal de Parkinson, fazendo com que ela seja usada como indice de qualidade nutricional
(COSTA, 2016; DANTAS et al., 2010).

5.1.2 Polifenois

Quanto ao contetdo de compostos fendlicos totais, ocorreram variacdes de 996,73 a
1790,97 mg.100g* MF e pode-se observar (Figura 4) que o clone BRS 236 obteve os maiores
valores, seguido dos clones BRS 235 e 238, que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

O clone BRS 237 foi 0 que apresentou 0 menor resultado (996,73 mg.100 g* MF).
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FIGURA 4. Gréfico de conteudo de polifendis totais nos frutos de acerola verde avaliados.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os valores encontrados neste trabalho para o clone BRS 236 (1790,97 mg.100g™?) foram
semelhantes aos encontrados por Oliveira (2012) para frutos predominantemente verdes do
mesmo clone (1641 mg.100g?) e superior em relagdo aos frutos maduros (1099 mg.100g™). De
forma similar, Righetto; Netto e Carraro (2005) avaliaram acerolas em dois estadios de
maturacdo (verdes e maduras) e observaram um decréscimo de aproximadamente 65% na
quantidade de fendlicos dos frutos maduros em comparacao aos imaturos. Seraglio et al. (2019)
estudaram acerolas em trés estadios de maturacdo comestiveis e notaram uma reducdo dos
compostos fendlicos quando compararam o primeiro estadio (mais verde) com o Ultimo
avaliado (mais maduro), onde a soma dos compostos fendlicos quantificados variou de 728,98
a 435,26 mg. Kg™* MS. Outros estudos realizados com diferentes frutos, também observaram o
mesmo comportamento de diminui¢do dos fenolicos ao longo do amadurecimento, como
guabiju, jabuticaba e jamboldo (SERAGLIO et al., 2018), azeitonas (FERNANDEZ-OROZCO
et al., 2011), péssego (LIU; CAO e JIANG, 2015), goiaba, gabiroba, uvaia e butia (EGEA;
BELLARMINO e NETTO, 2019).

A quantidade de compostos fendlicos pode sofrer variacdo entre frutos devido alguns
parametros que influenciam na composicdo quimica dos frutos, como tipo de solo, regido de

plantio, exposicdo ao sol, cultivar e estddio de maturagdo (MARTINS et al., 2011). Os
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compostos fenodlicos sofrem mudancas no decorrer do amadurecimento dos frutos,
influenciando na varia¢do de seu conteudo em diferentes estadios de desenvolvimento, pois
durante a maturagcdo os compostos fendlicos podem ser polimerizados em fendis sollveis ou
oxidados através da acdo de enzimas, como a polifenoloxidase, isso em combinacdo com a
diminuicdo de substratos essenciais para biossintese de compostos fen6licos em frutos maduros,
faz com que esses compostos sejam encontrados em maiores quantidades em frutos verdes
(FAWOLE e OPARA, 2013; FRANCA, 2016; GRUZ et al., 2011; SERAGLIO et al., 2018).

5.1.3 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos da atividade antioxidante quantificada pelo método ABTS
variaram de 104,89 a 232,82 uM trolox. g** MF, conforme apresentado na Figura 5 (A). O clone
que apresentou maior capacidade antioxidante foi o BRS 236. N&o houve diferencas
significativas entre os clones BRS 235 e BRS 238. O clone BRS 237 obteve menor atividade.
Os resultados obtidos da capacidade antioxidante avaliada pela metodologia FRAP variaram de
218,13 a 439,05 uM sulfato ferroso. g* MF Figura 5 (B). O clone que apresentou maior
capacidade antioxidante foi 0 BRS 236. Nao houve diferencas significativas entre clones BRS
235 e BRS 237.

FIGURA 5 - Graficos de conteudo de atividade antioxidante pelos métodos ABTS (A) e FRAP
(B) nos frutos de acerola verde avaliados.
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Estudos envolvendo diferentes métodos para determinacdo da atividade antioxidante em
goiabas e acerolas mostraram diferencas de comportamento na atividade encontrada, indicando
que as variacOes obtidas nos resultados das atividades antioxidantes mensuradas por diferentes
métodos pode estar relacionada a composicdo dos extratos e a afinidade de cada um com o0s
reagentes utilizados na metodologia, pois cada método se baseia em um tipo de interacdo
quimica o que pode influenciar na resposta obtida (CRUZ, 2017; THAIPONG et al., 2006).

Assim como os resultados aqui obtidos, Oliveira et al. (2012) encontraram maior
capacidade antioxidante em frutos do clone BRS 236 (160,46 uM trolox. g*MF) e menor
atividade dos frutos do clone BRS 237 (111,42 uM trolox. g* MF) no mesmo estadio de
maturacdo utilizando o método ABTS. De forma semelhante, o trabalho realizado por Mariano-
Nasser et al. (2017) encontraram também maior atividade antioxidante no clone BRS 236 e
menor no clone BRS 237.

Estudos realizados com romd@ (FAWOLE; OPARA, 2013) e com acerola (OLIVEIRA
et al., 2012; RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005) em diferentes estadios de maturagéo
observaram que assim como o conteido de vitamina C e compostos fendlicos reduziram ao
longo do amadurecimento, a atividade antioxidante também diminuiu, estando presente em
maior quantidade em frutos imaturos, indicando que a presenca de compostos fendlicos e outros

constituintes estdo diretamente relacionados com a capacidade antioxidante dos frutos.

Os valores determinados de atividade antioxidante no presente trabalho, bem como o
comportamento dos clones foram similares aos resultados encontrados na quantificacdo de
compostos fendlicos, corroborando com o estudo de Sagar e Kuna (2014) que os fendlicos sdo

0s principais responsaveis pela atividade antioxidante da acerola.

5.1.4 Perfil fenodlico

A partir dos cromatogramas obtidos, foram tentativamente identificados 24 compostos
organicos dos quatro clones estudados, que estdo apresentados na Tabela 3, com seus
respectivos parametros: tempo de retencdo (min), [M-H] ion observado e calculado com

fragmentos (MS/MS); férmula empirica e erro.
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Conforme ilustrado na Figura 6, observamos a comparacdo dos cromatogramas dos
respectivos frutos dos clones estudados, com a numeracdo correspondente a cada composto
identificado na Tabela 3.

FIGURA 6. Cromatogramas de identificacdo dos compostos presentes nos quatro clones de
acerola verde.
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Tabela 3. Identificacdo da composicao principal dos frutos de diferentes clones de aceroleira (BRS 235, BRS 236, BRS 237 e BRS 238).

Picos TR (min) [M-H]- obs. [M-H]-calc.
1 0.94 133.0134  133.0137
2 0.98 175.0247  175.0243
3 1.01 175.0238  175.0243
4 1.04 191.0191  191.0192
5 2.58 175.0241  175.0243
6 2.93 175.0245  175.0243
7 3.08  289.0724 289.0712
8 328  577.1335  577.1346
9 3.51 289.0713  289.0712
10 3.58 865.1971  865.1980
11 - - -

12 3.78 865.1979  865.1980
13 408  609.1456 609.1456
14 4.16 7552052 755.2035
15 4.25 463.0891  463.0877
16 4.48  449.1099 449.1084
17 4.54  623.1635 623.1612
18 456  623.1617 623.1612
19 4.75 447.0924  447.0927
20 479  447.0923  447.0927
21 491 433.1151 433.1135
22 514  307.0812 307.0818
23 5.33 677.2866 677.2868
24 6.64  269.0453 269.0450

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Product ions (MS/MS)
115.0016, 87.0086
115.0026, 87.0082

111.0095
115.0017
115.0053

451.1105, 425.0934, 289.0698
739.1781, 577.1403, 425.0906, 407.0788, 289.0686
3.65
577.1294, 425.0888, 407.0755, 289.0690
301.0377, 300.0269
609.1409, 301.0314, 300.0263
301.0324, 300.0263
303.0580, 285.0462
315.0508, 285.0331
315.0430, 271.0495
301.0346, 300.0237
301.0343, 300.0228
271.0556
161.0473, 143.0298
645.2515, 489.1866

Férmula Emp.

C4HS505
C6H706
C6H706
C6H707
C6H706
C6H706
C15H1306
C30H25012
C15H1306
C45H37018
1153.2620
C45H37018
C27H29016
C33H39020
C21H19012
C21H21011
C28H31016
C28H31016
C21H19011
C21H19011
C21H21010
C15H1507
C27H49019
C15H905

Erro (ppm)

-2.3
23
-2.9
-0.5
-1.1
1.1
4.2
-1.1
0.3
-1.0

-0.1
0.0
23
3.0
3.3
3.7
0.8
-0.7
-0.9
3.7
-2.0
-0.3
1.1

Nome
Acido Milico
Isémero Acido Ascérbico
Acido Ascérbico
Acido Citrico
Isémero Acido Ascérbico
Isémero Acido Ascérbico
Catequina
Dimero Procianidina B
Epicatequina
Trimero Procianidina B
Tetra Procianidina B
Trimero Procianidina B
Rutina
Isémero Quercetina-O-ramnosideo
Isomero Quercetina-O-hexosideo
Astilbina
Isorhamnetina-O-neohesperidosideo
Isorhamnetina-O-rutinosideo
Quercetina-O-rhamnosideo
Quercetina-O-rhamnosideo
Naringenina-O-glucosideo
Desconhecido
Desconhecido
Apigenina

Ref.

(Silva et al., 2017)

(Silva et al., 2017)
(Silva et al., 2017)
(Silva et al., 2017)

(Chen et al., 2015)

(Pereira et al., 2015)

(Chen et al., 2015)
(Chen et al., 2015)
(Pereira et al., 2015)
(Pereira et al., 2015)

(Tauchen et al., 2016)
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5.1.5 Analise quimiométrica

A andlise quimiométrica foi realizada a partir dos dados obtidos na quantificacdo de
vitamina C, compostos fenolicos totais, atividade antioxidante e na identificacdo da composicao
principal dos frutos verdes de diferentes clones de aceroleira (BRS 235, BRS 236, BRS 237 e
BRS 238) que foi avaliada por cromatografia liqguida UPLC-HRMS (Ultra-Performance Liquid
Chromatography - Hight Resolution Mass Spectrometer).

A Figura 7 apresenta os escores (a) relacionados a dois Componentes Principais (PC 2)
e as cargas relevantes (b) plotadas em forma de linhas. O PC1 foi o eixo principal, mostrando

a maior diferenca nos frutos verdes da acerola, com 79,54% da variancia total.

FIGURA 7. Componentes principais (a) scores e (b) cargas relevantes plotadas em linhas.

a) Scores 0.024
? ]
' BRS 235
0.014 °
2
[{e]
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o
& 0.004
Q ° @ : s e CR
BRS 236 . @ BRS238
-0.014 ? BRS 237
-0.03 0.00 0.03
b) Loadings PC1-79.54%

PC1 Loadings

Variables (min)

Fonte: dados da pesquisa.

Devido a complexidade do conjunto de dados pelo elevado nimero de compostos
identificados dos frutos verdes de aceroleira dos quatro clones estudados, um método
quimiométrico ndo supervisionado por Analise de Componente Principal (Principal Component

Analysis (PCA)) foi desenvolvido para explorar a variabilidade dos clones.
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Em geral, os frutos dos clones BRS 235 (verde), BRS 237 (vermelho claro) e BRS 238
(vermelho escuro) séo colocados em escores positivos de PC1 pelas maiores quantidades de
isdmero quercetina-O-hexosideo (15), astilbina (16), e principalmente devido a apigenina (26)
de acordo com as intensidades de carga. Por outro lado, apenas os frutos do clone BRS 236
(azul) estdo localizados em pontuagdes negativas de PC1 devido as maiores quantidades de
acido ascorbico (3), acido citrico (4), isdmero de &cido ascorbico (6), trimero procianidina B
(12) e rutina (13).

5.2ETAPA?2

5.2.1 Otimizacg&o de extragéo

Apos os resultados obtidos na Etapa 1, foi possivel observar que o clone BRS 236
apresentou maiores contetido para os compostos antioxidantes estudados, sendo assim, foi o
clone escolhido para a Etapa 2. Na tabela 4, podemos observar os resultados obtidos para a
variavel dependente estudada, a resposta avaliada foi o contetdo de fenolicos totais nas 11
diferentes condicGes analisadas.

Tabela 4. Diferentes condi¢cOes de extracdo e seus respectivos contetdos de polifendis totais.

Extratos Etanol (90) Tempo (min) POIIfen?IS
(mg.100g—MS)
1 225 50 31007,94
2 225 19,0 29590,81
3 86,5 5,0 29478,54
4 86,5 19,0 31006,49
5 9,2 12,0 32059,26
6 99,8 12,0 27622,37
7 54,5 21 32371,15
8 54,5 21,9 33287,63
9 54,5 12,0 32804,36
10 54,5 12,0 31861,27
11 54,5 12,0 33246,26

Fonte: dados da pesquisa.

Através dos resultados apresentados na tabela 4, foi observado que mesmo nas
condicBes em que foi obtido os menores conteudos de polifendis totais, os extratos ainda

apresentaram alta quantidade desses antioxidantes, 0s quais tém demonstrado efeitos biolégicos



33

através da prevencédo e do controle de certas doencas através da sua capacidade de sequestrar
radicais livres, quelar cations de metais e doar &omos de hidrogénios e elétrons (PYRZYNSKA
e BIESAGA, 2009).

Os resultados mostraram que para extracao de compostos fenélicos de frutos verdes de
aceroleira, a porcentagem de etanol de 49,07% na solugdo extratora hidroalcéolica e o tempo
de exposicdo ao ultrassom de 14,55 minutos sdo as condi¢des que maximizam a obtencgéo desses
compostos, levando em consideracao a viabilidade do processo.

Os parametros avaliados (concentragdo de etanol e tempo de ultrassom) foram
considerados significativos quando p<0,05. Dentre o0s parametros estudados, apenas a
concentracdo de etanol no termo quadratico foi significativa, o tempo de exposicao ao ultrassom
ndo influenciou de forma significativa sobre a resposta estudada, como ilustrado na tabela dos
coeficientes de regressdo (Tabela 5), onde os termos lineares estdo associados a letra L e 0s
termos quadraticos com a letra Q.

Tabela 5. Coeficientes de regresséo para resposta contetdo de fendlicos de acerola verde

Fator Coeficientes de regresséao Erro Padrao p
Meédia 32437,47 740,51 0,000
Concentracéo de etanol (L) -1597,11 906,94 0,138
Concentracéo de etanol (Q) -3128,73 1079,47 0,034
Tempo de ultrassom (L) 351,73 906,94 0,714
Tempo de ultrassom (Q) -140,15 1079,47 0,902
Etanol x Ultrassom 1472,54 1282,61 0,303

Fonte: dados da pesquisa.

Levando em consideracdo o parametro que foi significativo no processo de extracdo
(concentracdo de etanol), o modelo foi ajustado e os dados utilizados para os calculos da
ANOVA estdo apresentados na Tabela 6. Como 0 Fcaculado para a regressao foi 8,40 e o
Franelado(1;9:0,05) igual a 5,11, 0 modelo obtido foi significativo e a variagdo explicada pelo modelo

foi de 73% (R? = 0,73), demonstrando que 0 modelo se ajusta aos dados experimentais.

Tabela 6. Tabela ANOVA para conteido de polifendis totais.

Fonte de variacéo Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio = Fcalculado

Regressao 14732361,43 1 14732361
Residuos 15770475,31 9 1752275 8,4
Total 30502836,73 10 17356808

Fonte: dados da pesquisa.
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Conforme podemos observar na superficie resposta gerada através do modelo (Figura 8
A) pode-se obter as melhores condi¢fes de extracdo que proporcionam os maiores resultados
da resposta analisada (polifendis). E possivel verificar através do grafico de contorno (Figura 8

B) que a faixa 6tima é de 20 a 60% de etanol e o tempo entre 10 e 16 minutos.

No estudo de Rezende et al. (2017), a concentracdo de etanol também foi significativa
para extracdo de compostos fendlicos da acerola, com faixa étima de concentracdo de etanol
entre 40-70%. Embora nos resultados desse estudo o tempo de sonicagdo ndo contribuiu
significativamente no modelo de extracdo apresentado, no entanto estudos realizados por
Rezende et al. (2017) e Xu et al. (2017) sugerem que a utilizacdo do ultrassom, mesmo em
tempos menores pode proporcionar uma maior eficadcia e menor tempo de extracdo, podendo
auxiliar a atingir o valor maximo de compostos bioativos que podem ser extraidos do material
vegetal.

De acordo com o grafico apresentado na Figura 8 C, através da equacao da reta gerada
com os valores experimentais de cada condicdo estudada foi possivel calcular a resposta
prevista pelo modelo, que nas condicdes criticas obtidas, podemos observar que utilizando no
processo de extracdo concentracdo de etanol de 49,07% com tempo de ultrassom de 14,55

minutos, valor predito de compostos fenélicos foi de 32537,18 mg acido galico. g*MS.

O grafico de Pareto (Figura 8 D) ilustra as respostas obtidas de influéncia dos
parametros sobre o processo de extracdo mostrando que apenas a concentracdo de etanol no
termo quadratico teve influéncia sobre o conteddo de fendlicos, que é aumentado de acordo
com o aumento da concentracdo de etanol até aproximadamente 80% de etanol, e a partir desse

ponto, obtemos uma queda na quantidade desses compostos.



35

FIGURA 8. Resultados otimizacdo de extracdo de fendlicos. (A) Gréfico de Superficie (B) Gréfico de Contorno, (C) Gréafico Valores Observados

x Valores preditos, (D) Gréfico de Pareto.
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Para verificar a reprodutibilidade do modelo, extratos foram preparados nas condicées
Otimas de extracdo (concentracdo de etanol de 49,07% com tempo de ultrassom de 14,55
minutos) e realizada a analise de polifendis totais para comparagdo do valor predito pelo modelo
com o valor real experimental. O contedo de polifendis obtido foi de 30288,08 + 16,97 mg
4cido galico.100'gMS e a diferenca entre o valor real obtido e o valor predito pelo modelo foi
de 6,9%.

Considerando as condigdes otimizadas obtidas, foi realizada comparacdo entre 0s
metodos de extragdo convencional e o assistido com ultrassom utilizando o contedo de
fendlicos totais e a atividade antioxidante presentes no extrato obtido em condic¢Ges 6timas com

a extragdo convencional. Os resultados podem ser observados na tabela 7.

Tabela 7 - Contedo de compostos fendlicos, atividade antioxidante dos extratos em condicoes
otimizadas e extragdo convencional.

Extratos Polifendis (mg.100g"  ABTS (uMtroloxg?  FRAP (uMsulfato

1wms) MS) ferroso.g™ MS)
Conwencional 27023,89 + 268,17 b 2609,02+1,95b 793207 + 219,43 b
Otimizado 30288,08 + 16,97 a 2980,44 + 16,54 a 8606,03 + 103,14 a

Fonte: dados da pesquisa.

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica em p < 0,05 entre os extratos de acordo com o teste
de Tukey.

O conteudo de fenodlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP,
foram significativamente mais elevados nos extratos obtidos em condigdes otimizadas de

extracdo em comparacao ao extrato obtido por extracdo convencional.

5.3 ETAPA 3 - Caracterizacao do p6

5.3.1 Atividade de dgua (Aw), umidade e solubilidade

Apos a liofilizacdo, o extrato sem os adjuvantes de secagem apresentava uma estrutura
gomosa, altamente higroscdpica, ndo sendo possivel realizar analise deste material. Portanto,

foram analisados apenas as quatro formulagdes que continham os adjuvantes de secagem.
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Os pos de extrato antioxidante de acerola verde elaborados apresentaram valores médios
de teor de umidade entre de 3,90 a 5,00% (Tabela 8); e ndo apresentando muita diferenga do
contetdo de umidade da polpa liofilizada utilizada para preparacdo do extrato, que continha
4,3% de umidade.

Tabela 8 - Caracterizagdo dos p6s, quanto aos contetdos de atividade de agua, solubilidade e
umidade.

Formulagdo  Atividade de dgua Solubilidade (%96) Umidade (90)

F1 0,10 + 0,007 ab 99,90 + 0,001 a 500+010a
F2 0,11+ 0,005 a 99,90 + 0,001 a 4,83+0,15a
F3 0,09 + 0,002 b 99,90 + 0,001 a 390+001c
F4 0,11 + 0,007 a 99,90 + 0,001 a 443+0,15b

Fonte: dados da pesquisa.
*F1: 100% maltodextrina, (F2): 98% maltodextrina + 2% pectina, (F3): 50% maltodextrina + 50% goma arabica
e (F4): 48% maltodextrina + 50% goma arabica + 2% pectina.

* Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica em p < 0,05 entre os extratos de acordo com o teste

de Tukey.

Os auxiliadores de secagem influenciaram na umidade dos pos, sendo a formulacéo
contendo maltodextrina e goma arabica a que proporcionou menor teor de umidade,
consequentemente foi a que também apresentou menor atividade de agua. Os teores de umidade
encontrados neste trabalho foram similares aos encontrados por Righetto e Netto (2004) ao
encapsular suco de acerola verde com maltodextrina e goma arabica que variaram de 5,11 a
5,73%.

Os valores de atividade de agua obtidos variaram de 0,09 a 0,11 (Tabela 8), semelhante
ao encontrado por Rezende et al. (2018) em extrato de compostos bioativos de residuos
industriais de acerola encapsulados que obtiveram variacdo de atividade de agua de 0,07 a 0,26.

Como ilustrado na Tabela 8, a solubilidade dos materiais foi alta, e os materiais
utilizados na secagem ndo interferiram na solubilidade dos pds ndo havendo diferencas
significativas entre as formulacoes.

Os resultados de solubilidade das amostras indicam que todas as formulacGes estudadas
podem ser facilmente aplicadas em alimentos que contém altas quantidades de agua, pois possui
uma alta capacidade de reidratacdo. O que ja € esperado de misturas que utilizam maltodextrina
e goma arabica em sua composicdo, pois os dois materiais sdo hidrofilicos e possuem alta
capacidade de absorcdo de agua (CARVALHO, 2017).
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5.3.2 Polifendis extraiveis totais e Atividade antioxidante

O conteldo de polifendis totais, conforme apresentado na Tabela 9, variou de 1910,35
a 2348,31 mg.100 g* de p6, mostrando que independente da formulagio estudada todas
conseguiram reter alta quantidade de compostos fendlicos, porém com diferencas estatisticas
entre elas. A formulagdo 3 (50% maltodextrina: 50% goma aréabica) obteve maiores contetdos
de compostos fenodlicos diferindo das demais. Ndo houve diferenca estatistica entre as
formulagdes 1 e 4. A formulacéo 2 foi a que apresentou menor resultado.

A capacidade antioxidante (Tabela 9) observada através dos resultados obtidos variou
de 101,19 a 137,97 uM de Trolox. g de pé quando quantificada pela metodologia ABTS.
Diferentemente, quando testada pelo método do FRAP os contetdos obtidos foram de 421,14
a 427,61 uM de Sulfato Ferroso. g de p6 e ndo houve diferencas significativas entre as

formulacgdes.

Tabela 9 - Caracterizacdo dos pos, quanto ao conteudo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante.

Polifendis (mg.100g~ ABTS (UM trolox.g” FRAP (UM sulfato

Formulacéo 4 }
! de po) de po) ferroso.g™de po)

F1 2066,47 + 34,68 b 137,97 +1140a 421,14+ 6,56 a

F2 1910,35+91,37 ¢ 117,80+ 1,54 ab 427,61 +855a

F3 2348,31+ 58,81 a 117,20+ 2,91 ab 425,90 + 5,98 a

F4 2127,39+6,71b 101,19+ 13,56 b 42459 + 11,35 a

Fonte: dados da pesquisa.

* F1: 100% maltodextrina, (F2): 98% maltodextrina + 2% pectina, (F3): 50% maltodextrina + 50% goma arabica
e (F4): 48% maltodextrina + 50% goma arabica + 2% pectina.

* Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica em p < 0,05 entre os extratos de acordo com o teste
de Tukey.

O resultado encontrado neste trabalho, mostrou que a combinacdo dos adjuvantes de
secagem utilizados na formulacdo 2 (maltodextrina + goma arabica) foi mais eficiente na
retencdo dos fendlicos em comparacdo com a maltodextrina separada. De forma diferente dos

resultados encontrados por Lima (2019) onde a liofilizacdo de extratos fendlicos de subproduto
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do caju obteve maiores concentracfes de fendlicos quando secos utilizando maltodextrina e
goma arabica isoladamente.

Todas as formulagdes estudadas mostraram a alta capacidade antioxidante dos pds secos
de extratos fendlicos de acerola verde, quando comparados com outros extratos bioativos
encapsulados, como o de residuos de acerola que a capacidade antioxidante variou de 139,69 a
151,19 pM trolox. g™ de pd no trabalho realizado por Rezende; Nogueira e Narain (2018) e
extratos fendlicos de residuo de caju liofilizado com adicdo de maltodextrina e goma arabica
que teve variagdo de 55,6 a 60,9 UM trolox. g* de p6 e 108,2 a 178,0 uM sulfato ferroso. g*
de p6 em um estudo conduzido por Lima (2019).



40

6. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que elevados contetdos de &cido ascorbico e seu
isdmero, &cido citrico, trimero de procianidina B e rutina estdo fortemente associados com a
capacidade antioxidante de frutos verdes de aceroleira e dentre os clones estudados, os do BRS
236 possuem significativamente maior contetdo desses compostos bioativos, indicando que
este pode ser explorado para extracao desses fitoquimicos.

A extracdo dos polifendis de frutos verdes de aceroleira, pode ser melhorada quando
aplicadas condic¢des que permitem maiores rendimentos do processo, que podem ser obtidos
quando utilizados os parametros otimizados para extracdo desses compostos, a solugéo
extratora (solucdo hidroalc6olica contendo o teor de etanol de 49,07%) e tempo de extracdo
(14,55 minutos com tratamento ultrassonico).

A secagem do extrato de frutos verdes de aceroleira por liofilizacdo utilizando a
maltodextrina com a goma arabica pode proporcionar maior reten¢do dos compostos fendlicos,
embora todas as formulacOes estudadas neste trabalho apresentam alta solubilidade e alta

capacidade antioxidante sendo também promissoras para aplicagdo em alimentos.
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