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RESUMO

A incorporacdo de antioxidantes naturais em embalagens ativas é uma estratégia eficaz para
mitigar a oxidacdo e preservar a qualidade dos alimentos. Nanoparticulas sdo amplamente
utilizadas para melhorar a dispersibilidade, estabilidade e eficicia desses antioxidantes em
materiais de embalagem. Este estudo desenvolveu filmes antioxidantes de poli(alcool vinilico)
(PVOH) incorporados com uma fragdo rica em flavonoides (FLA), obtida do extrato dos
residuos de Malpighia emarginata D.C (acerola) - (ERME), na forma livre e nanoencapsulada.
A resina PuroSorb PAD950 foi aplicada para enriquecer flavonoides do ERME e em seguida,
avaliou-se a sua nanoencapsulacdo utilizando nanocapsulas (NC), lipossomas (LP) e nanogéis
(NG). A resina apresentou alta capacidade de adsorcéo (19,20 + 0,93 mg/g), com taxas de
adsorcao e dessorcao de 74,83 + 1,80% e 96,76 + 4,67%, respectivamente. O processo dindmico
produziu uma fracdo rica em flavonoides (FLA) com enriquecimento de flavonoides de até 20
vezes e atividade antioxidante aprimorada (7,8, 9,9 e 6,7 vezes nos ensaios DPPH, ABTS e
FRAP), em comparagdo com 0 ERME bruto. FLA-LP apresentou o menor tamanho de particula
(103,4 £ 5,6 nm) e o maior potencial zeta (-54,87 + 1,21 mV), enquanto FLA-NC apresentou o
menor PDI (0,0848 + 0,0166) e a maior eficiéncia de encapsulamento (81,43 + 0,98%). FLA-
LP e FLA-NG melhoraram ainda mais a capacidade antioxidante em comparac¢do com a fracéo
ndo encapsulada. Os nanoencapsulados exibiram propriedades fisicas adequadas para
aplicacbes praticas e os resultados demonstraram atividade antioxidante aprimorada em
comparagdo com a FLA livre. As FLA-NC foram selecionadas para aplicacdo aos filmes de
PVOH, por apresentaram boas propriedades e a melhor compatibilidade com a solucéo
filmogénica. Os filmes de PVOH foram produzidos pela técnica “casting”. Apds a obtencao
dos filmes de PVOH, controle (FC) e formulagdes com 1% (m/m) de FLA livre (FL) e
nanoencapsulada (FN). Estes foram caracterizados quanto a migracdo dos flavonoides em
meios simulantes e suas propriedades antioxidantes, mecéanicas, de barreira, térmicas,
estruturais e Opticas. A incorporacdo de FLA, livre e de suas nanoparticulas, reduziu a
cristalinidade dos filmes FL e FN, resultando em menor resisténcia a tracdo e maior
permeabilidade ao vapor de agua. Além disso, os filmes apresentaram maior opacidade, indice
de amarelamento e protecdo contra radiagdo UV-visivel. As propriedades térmicas sofreram
pequenas alteracGes, sem comprometer a aplicabilidade. Além disso, a incorporacdo bem-
sucedida da fracéo rica (livre e nanoencapsulada) ampliou a funcionalidade antioxidante dos
filmes, com destaque para FN, que promoveu a liberacdo controlada dos compostos bioativos.
Esse comportamento reforca o potencial dos filmes desenvolvidos para embalagens ativas,
especialmente na preservacdo de alimentos suscetiveis a oxidagéo.

Palavras-chave: Residuos de Malpighia emarginata DC; Compostos bioativos; Atividade
Antioxidante; Enriquecimento; Embalagem Ativa; Nanoparticulas.



ABSTRACT

The incorporation of natural antioxidants into active packaging is an effective strategy to
mitigate oxidation and preserve food quality. Nanoparticles are widely used to improve the
dispersibility, stability and efficacy of these antioxidants in packaging materials. This study
developed polyvinyl alcohol (PVOH) antioxidant films incorporated with a flavonoid-rich
fraction (FLA), obtained from the Malpighia emarginata D.C (acerola) pomace extract -
(MEPE) residues, in free and nanoencapsulated form. PuroSorb PAD950 resin was applied to
enrich flavonoids from MEPE and then their nanoencapsulation using nanocapsules (NC),
liposomes (LP) and nanogels (NG) was evaluated. The resin showed high adsorption capacity
(19.20 £ 0.93 mg/g), with adsorption and desorption rates of 74.83 + 1.80% and 96.76 £ 4.67%,
respectively. The dynamic process produced a flavonoid-rich fraction (FLA) with flavonoid
enrichment up to 20-fold and enhanced antioxidant activity (7.8-, 9.9-, and 6.7-fold in DPPH,
ABTS, and FRAP assays) compared to crude MEPE. FLA-LP showed the smallest particle size
(103.4 £ 5.6 nm) and the highest zeta potential (-54.87 £ 1.21 mV), while FLA-NC showed the
lowest PDI (0.0848 + 0.0166) and the highest encapsulation efficiency (81.43 = 0.98%). FLA-
LP and FLA-NG further improved the antioxidant capacity compared to the non-encapsulated
fraction. The nanoencapsulates exhibited suitable physical properties for practical applications
and the results demonstrated enhanced antioxidant activity compared to free FLA. FLA-NC
were selected for application to PVOH films because they showed good properties and the best
compatibility with the film-forming solution. The PVOH films were produced by the casting
technique. After obtaining the PVOH films, control (FC) and formulations with 1% (w/w) of
free FLA (FL) and nanoencapsulated (FN). These were characterized regarding the migration
of flavonoids in simulant media and their antioxidant, mechanical, barrier, thermal, structural
and optical properties. The incorporation of free FLA and its nanoparticles reduced the
crystallinity of the FL and FN films, resulting in lower tensile strength and greater permeability
to water vapor. In addition, the films presented greater opacity, yellowing index and protection
against UV-visible radiation. The thermal properties underwent minor changes, without
compromising the applicability. In addition, the successful incorporation of the rich fraction
(free and nanoencapsulated) expanded the antioxidant functionality of the films, with emphasis
on FN, which promoted the controlled release of bioactive compounds. This behavior reinforces
the potential of the films developed for active packaging, especially in the preservation of foods
susceptible to oxidation.

Keywords: Malpighia emarginata DC pomace; Bioactive compounds; Antioxidant activity;
Enrichment; Active packaging; Nanoparticles.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor, consumidor e exportador mundial de acerola. Essa fruta é
amplamente cultivada em todas as regides do pais, com menos intensidade no Sul, por ser uma
regido com temperatura média anual mais baixa que as demais. Devido as condi¢des climaticas,
condicdes de solo e a adaptacdo da aceroleira, a producdo em larga escala concentra-se no
Nordeste brasileiro (CARNEIRO FERREIRA et al., 2021; SANTOS; LIMA, 2020). De acordo
com o censo agropecudrio de 2017, a Regido Nordeste foi responsavel por 64% da producédo
nacional de acerola, com destaque para os estados de Pernambuco, Ceara e Sergipe, que
produziram, respectivamente, 21.351, 7.578 e 5.427 toneladas (IBGE, 2017).

Essa matéria-prima desperta o interesse de diversas empresas multinacionais devido ao
seu alto potencial como fonte natural de vitamina C. Empresas como Dupont, Déhler, Duas
Rodas, Amway e Diana Foods oferecem produtos de acerola para diversas aplicacdes
industriais, incluindo alimentos e suplementos nutracéuticos, como comprimidos para ingestao
didria (POLETTO et al., 2021). Esses produtos sdo amplamente utilizados para reforgar a
resposta imunoldgica, o potencial antioxidante e necessidades nutricionais humanas (BELWAL
etal., 2018).

O processamento da acerola resulta em variados produtos, como polpas, sucos e geleias,
mas também gera subprodutos, como sementes, cascas e bagacos, que frequentemente séo
descartados como residuos organicos. De acordo com Duzzioni et al. (2013), cerca de 40% do
volume da fruta é desperdicado, contribuindo para o aumento da geracédo de residuos e impactos
ambientais negativos. No entanto, esses residuos representam uma valiosa fonte de
macronutrientes e compostos bioativos, ricos em antioxidantes, incluindo compostos fendlicos,
carotenoides e vitamina C (POLETTO et al., 2021).

Ademais, a busca por estratégias de reaproveitamento sustentavel dos residuos agricolas
tem se intensificado, visando agregar valor aos compostos bioativos neles presentes
(REZENDE, NOGUEIRA e NARAIN, 2018; GOMES et al.,2020). Carvalho Gualberto et al.
(2021) destacaram que os residuos de acerola possuiam o maior rendimento de fenolicos totais,
bem como atividade antioxidante em relacdo aos residuos agroindustriais estudados, entres
estes 0os de goiaba (Psidium guajava L.), de jenipapo (Genipa americana L.) e de umbu
(Spondias tuberosa L.). Os resultados obtidos por Gomes et al. (2020) também mostraram que
0s subprodutos do processamento industrial da acerola podem ser utilizados para a obtencdo de

compostos ativos com alta capacidade antioxidante.
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Entre esses compostos, os flavonoides séo o principal grupo fendlico encontrado no
extrato do residuo da acerola. A peonidina 3-glicosideo foi encontrada em maior teor, seguida
por hesperidina, procianidina B2, quercetina 3-glicosideo e kaempferol 3-glicosideo (GOMES
et al.,2020). Rezende, Nogueira e Narain (2018) também destacaram a presenca dos
flavonoides, evidenciando que o residuo de acerola representa uma fonte potencial desses
compostos bioativos, caracterizados como antioxidantes naturais. A obtencéo dos flavonoides,
a partir de residuos agroindustriais além de valorizar recursos de baixo valor agregado,
representam uma alternativa ao uso de antioxidantes sintéticos para fins de conservagdo de
alimentos, atendendo a crescente demanda por produtos naturais e seguros (FREITAS et al.,
2022).

Para a obtencdo dos flavonoides a partir do extrato dos residuos de Malpighia
emarginata D.C. (ERME), a adsorgéo pode ser utilizada para purificar, concentrar ou estabilizar
os flavonoides presentes em extratos vegetais, bem como para remover contaminantes
indesejados. Esse processo € comumente aplicado para a recuperacdo e/ou separacao de
compostos bioativos. Nesta técnica 0os compostos bioativos sdo adsorvidos por interacéo
eletrostatica, onde os compostos ionizados sdo retidos na superficie de um solido por ligagdo
fisica (LUIZA KOOP et al., 2022).

Existem muitas limitacGes para a aplicacdo de extratos de compostos bioativos em
produtos alimenticios, incluindo sua baixa estabilidade, que é influenciada por solventes, pH,
temperatura, oxigénio, luz e enzimas (CAM; ICYER; ERDOGAN, 2014). Para superar essas
limitagdes, diversas estratégias de estabilizacdo sdo empregadas, sendo a nanoencapsulacdo
uma das mais promissoras. Essa técnica consiste no revestimento de compostos bioativos por
materiais encapsulantes em escala nanométrica, proporcionando protecdo contra fatores
ambientais e liberacdo controlada dos compostos ativos (ASSADPOUR; JAFARI, 2019;
LUIZA KOORP et al., 2022). Por isso, a nanoencapuslacdo tem sido amplamente usada para
melhorar a estabilidade e solubilidade de ingredientes pouco sollveis em agua, usados como
materiais internos, e pode ser usada para mascarar aromas e sabores desagradaveis na industria
alimenticia (REZA MOZAFARI et al., 2008).

Neste contexto, a estratégia da nanoencapsulacdo dos compostos antioxidantes obtidos
do ERME por adsorcao, pode ser aplicada aos sistemas de embalagens ativas para alimentos,
que se baseiam na interagdo com a superficie do alimento e os aditivos incorporados no material
da embalagem sdo liberados gradativamente na matriz alimentar (YILDIRIM et al., 2018). Os
antioxidantes podem ser incorporados em nanoparticulas para aumentar sua dispersibilidade,

estabilidade e eficacia em materiais de embalagem, além disso podem controlar a retencéo e



12

liberacdo desses antioxidantes, promovendo a inibicdo da oxidacdo durante o armazenamento
(CHENG et al., 2024).

Nesse sentido, os compostos antioxidantes do (ERME) nanoencapsulados podem atuar
como aditivo antioxidante no desenvolvimento de embalagens ativas antioxidantes, que sao
geralmente empregadas para alimentos ricos em lipideos. Em que, os aditivos antioxidantes sao
aplicados para melhorar a estabilidade oxidativa destes alimentos (YILDIRIM et al., 2018).
Além disso, sdo uma das tecnologias mais promissoras para preservar alimentos sensiveis a
oxidacdo, atraves da adi¢cdo de compostos antioxidantes, como os presentes na fracdo rica em
flavonoides do ERME, aos materiais de embalagem. Entre os polimeros utilizados no
desenvolvimento das embalagens ativas, o poli(alcool vinilico) (PVOH) vém recebendo
destaque na literatura devido as suas caracteristicas, como solubilidade em agua, estabilidade
quimica, biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de ndo ser téxico (COOPER, 2013;
OUN et al., 2022).

Diante da necessidade de prolongar a estabilidade oxidativa de alimentos durante o
armazenamento e da crescente preocupacdo com O reaproveitamento de residuos
agroindustriais, este estudo visa o desenvolvimento de filmes antioxidantes a base de P\VOH,
incorporando nanoparticulas de uma fracdo rica em flavonoides (FLA) extraida de residuos de
acerola (Malpighia emarginata D.C.). Para isso, foram utilizadas técnicas de enriquecimento
por adsorcéo e estabilizacdo dos flavonoides por nanoencapsulagéo. Por fim, foi investigado o
efeito da incorporacdo das nanoparticulas nos filmes de PVOH, avaliando seu impacto nas
propriedades estruturais e funcionais dos filmes desenvolvidos. Além disso, a pesquisa abre
perspectivas para estudos futuros sobre a aplicacdo dos filmes na conservacdo de alimentos

suscetiveis a oxidagdo, como 6leos vegetais, visando aumentar sua vida Util.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da incorporacéo de nanoparticulas de uma fracédo rica em flavonoides,
obtida do residuo agroindustrial de Malpighia emarginata D.C, nas propriedades de filmes a

base do polimero de poli(alcool vinilico).

Obijetivos especificos

o Obter o extato hidroetandlico do residuo agroindustrial de Malpighia emarginata D.C.
(ERME);

o Enriquecer os flavonoides do extrato do ERME, por meio da técnica de adsorcdo em
resina macroporosa;

o Identificar os flavonoides do extrato do ERME;

o Avaliar a capacidade antioxidante dos flavonoides purificados;

o Produzir nanoparticulas carregadas com os flavonoides selecionados;

o Caracterizar e avaliar a eficiéncia de nanoencapsulacdo das nanoparticulas obtidas;

o Avaliar as propriedades fisicas e antioxidantes das nanoparticulas contendo o0s
flavonoides;

e Produzir filmes a base de poli(alcool vinilico) (P\VOH) incorporados com os flavonoides

livres e com os nanoencapsulados;

o Caracterizar os filmes quanto as propriedades antioxidantes, mecanicas, de barreira,
térmicas, estruturais e opticas;

o Avaliar a liberacdo dos flavonoides dos filmes em meios simulantes alimenticios.
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RESUMO

Este estudo avaliou o uso da resina PuroSorb PAD950 para enriquecer flavonoides do extrato
dos residuos de Malpighia emarginata DC (ERME) e sua nanoencapsulacdo utilizando
nanocapsulas (NC), lipossomas (LP) e nanogeéis (NG). A resina apresentou alta capacidade de
adsorcdo (19,20 £ 0,93 mg/g), com taxas de adsorcao e dessor¢do de 74,83 + 1,80% e 96,76 *
4,67%, respectivamente. O processo dinamico produziu uma fracdo rica em flavonoides (FLA)
com enriquecimento de flavonoides de até 20 vezes e atividade antioxidante aprimorada (7,8,
9,9 e 6,7 vezes nos ensaios DPPH, ABTS e FRAP), em comparacdo com 0 ERME. FLA-LP
apresentou o menor tamanho de particula (103,4 + 5,6 nm) e 0 maior potencial zeta (-54,87 +
1,21 mV), enquanto FLA-NC apresentou o menor PDI (0,0848 + 0,0166) e a maior eficiéncia
de encapsulamento (81,43 + 0,98%). FLA-LP e FLA-NG melhoraram ainda mais a capacidade
antioxidante em comparacdo com a fracdo ndo encapsulada. Este estudo destaca uma
abordagem sustentavel para agregar valor a residuos agroindustriais, ao mesmo tempo em que

expande as aplicagdes praticas de compostos bioativos.

Palavras-chave: Residuo de Malpighia emarginata DC, resina macroporosa; enriquecimento

de flavonoides; nanoparticulas, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

This study evaluated the use of PuroSorb PAD950 resin to enrich flavonoids from Malpighia
emarginata DC pomace extract (MEPE) and their nanoencapsulation using nanocapsules (NC),
liposomes (LP), and nanogels (NG). The resin exhibited high adsorption capacity (19.20 = 0.93
mg/g), with adsorption and desorption rates of 74.83 £ 1.80% and 96.76 + 4.67%, respectively.
The dynamic process yielded a flavonoid-rich fraction (FLA) with up to 20-fold flavonoid
enrichment and enhanced antioxidant activity (7.8-, 9.9-, and 6.7-fold in DPPH, ABTS, and
FRAP assays), compared to MEPE. FLA-LP showed the smallest particle size (103.4 + 5.6 nm)
and highest zeta potential (—54.87 £ 1.21 mV), while FLA-NC had the lowest PDI (0.0848 +
0.0166) and highest encapsulation efficiency (81.43 + 0.98%). FLA-LP and FLA-NG further
improved antioxidant capacity compared to the non-encapsulated fraction. This study highlights
a sustainable approach to add value to agro-industrial residues while expanding the practical

applications of bioactive compounds.

Keywords: Malpighia emarginata DC residue, macroporous resin; flavonoid enrichment;

nanoparticles, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata D.C.) é altamente valorizada por suas propriedades
nutricionais, sendo rica em vitamina C e compostos bioativos, incluindo aminoéacidos,
flavonoides, lipidios e terpenoides (Belwal et al., 2018; Teixeira et al., 2022; Xu et al., 2020).
O processamento dos frutos de acerola gera subprodutos significativos, como sementes e
cascas, que correspondem a aproximadamente 40% do volume total da fruta processada
(Duzzioni et al., 2013). Quando descartados, esses subprodutos contribuem para grandes
quantidades de residuos organicos, resultando em potenciais impactos ambientais.

A composi¢do quimica dos subprodutos da acerola inclui altos niveis de compostos
bioativos, como acido ascérbico, kaempferol, quercetina e isorhamnetina, que apresentam
propriedades antioxidantes significativas (Freitas et al., 2023; Mesquita et al., 2022; Rezende
et al., 2018). Os flavonoides sdo compostos bioativos amplamente reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes, pois neutralizam efetivamente os radicais livres, reduzindo os
danos oxidativos, tornando-os valiosos para melhorar a preservacao e a seguranca dos alimentos
(Koop et al., 2022). Consequentemente, a extracao desses compostos é de grande interesse.

A extracgdo solido-liquido convencional é o0 método mais comumente utilizado para a
recuperacdo de compostos bioativos de matrizes solidas de plantas devido a sua simplicidade e
baixo custo. No entanto, tipicamente requer grandes volumes de solventes organicos e carece
de seletividade, resultando na coextracdo de compostos indesejados, como agucares, acidos
organicos, alcoois de agucar, aminoacidos e proteinas (Camara et al., 2020). Em contraste, a
extragdao com fluido supercritico, particularmente com CO-, oferece uma alternativa mais limpa
e ajustavel. No entanto, envolve altas pressdes operacionais, equipamentos caros e 0 uso de
cosolventes para extrair eficientemente compostos polares, como flavonoides (Usman et al.,

2023). Portanto, a selecdo de um método de extracdo apropriado requer a consideracao
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cuidadosa de fatores como rendimento, custo, impacto ambiental, tempo de processamento e
escalabilidade (Gagliano et al., 2025).

Dado o alto potencial dos flavonoides dos subprodutos da acerola para aplicagdes nas
indUstrias alimenticia e farmacéutica, e considerando que 0os métodos convencionais de extracdo
sdo mais vidveis em escala industrial, uma etapa adicional de purificacdo é essencial para a
recuperacdo eficaz de compostos fenolicos. Resinas de adsor¢do macroporosas (MARS)
surgiram como uma solucéo promissora para otimizar a purificacdo de flavonoides devido a sua
capacidade de adsorver seletivamente compostos bioativos e facilitar a separagdo de
interferentes organicos (Koop et al., 2022; Wang et al., 2022; Gagliano et al., 2025). Até o
momento, nenhum estudo especifico investigou o uso de MARs para enriquecimento de
flavonoides em bagaco de acerola agroindustrial (Malpighia emarginata D.C.) — doravante
denominado ERME. Resinas de adsorcdo macroporosas (MARS) sdo projetadas para otimizar
a separacdo, purificacdo e/ou pré-concentracdo de compostos organicos e inorganicos por meio
de adsor¢do, um processo no qual moléculas ou ions sdo retidos em uma superficie solida
(adsorvente) por meio de ligagdo quimica ou fisica (Koop et al., 2022; Kelly et al., 2019). Essas
resinas sao materiais poliméricos funcionais caracterizados por caracteristicas como polaridade,
composicao, tamanho de particula, area superficial especifica e didmetro de poro. As MARs
tém sido amplamente estudadas e aplicadas devido a sua estabilidade quimica, seletividade, alta
capacidade de adsorcdo e baixa toxicidade, tornando-as particularmente atraentes para a
recuperacdo de compostos bioativos. Em geral, elas sdo de custo relativamente baixo, faceis de
regenerar para maltiplos ciclos de adsor¢édo/dessorcao e passiveis de aplicacfes em larga escala
(Zhao et al., 2011; dos Santos et al., 2022; Gordon et al., 2021). Devido a essas vantagens, 0s
MARs tém sido destacados como ferramentas eficazes para o enriquecimento de flavonoides

(Chang et al., 2021; Huang et al., 2017; Lv et al., 2018; Sun et al., 2022).
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Ap0s a recuperacéo dos flavonoides, garantir sua estabilidade e funcionalidade torna-se
essencial. Apesar de seu reconhecido potencial antioxidante, os flavonoides enfrentam desafios
como baixa solubilidade em agua e instabilidade quimica, o que pode limitar sua incorporacao
em sistemas alimenticios e embalagens. Para lidar com essas limitagdes, o enriquecimento por
adsorcdo pode ser estrategicamente combinado com o encapsulamento, uma técnica na qual
compostos bioativos (extratos ou substancias purificadas) sdo revestidos com materiais de
parede ou agentes encapsulantes, proporcionando uma estratégia sustentavel para sua protecdo
e preservacdo (Koop et al., 2022; Magsoudlou et al., 2020). Dependendo da técnica e dos
parametros utilizados, as particulas resultantes podem ser classificadas como micro ou
nanomeétricas (Koop et al., 2022).

Técnicas de nanoencapsulacdo comumente utilizadas para ingredientes alimenticios
incluem emulsificacdo, coacervacdo, nanoprecipitacdo, evaporacdo de solvente, secagem por
atomizacéo e liofilizagdo (Shah et al., 2018). Essa abordagem tem sido amplamente aplicada
para aumentar a estabilidade e a biodisponibilidade de ingredientes funcionais, como vitaminas,
antioxidantes e probioticos, facilitando sua integracdo em diversos sistemas alimentares. Na
area farmacéutica, a nanoencapsulacdo melhora a administracdo e a liberacdo controlada de
farmacos, aumentando assim a eficacia terapéutica (Koop et al., 2022; Reque & Brandelli,
2021; Zhang et al., 2021; Shah et al., 2018). Alem disso, a alta relacdo area de superficie/volume
das nanoparticulas aumenta o numero de sitios quimicos reativos, aprimorando as propriedades
funcionais dos compostos encapsulados (Alves et al., 2021). Considerando esses beneficios, a
nanoencapsulacdo de flavonoides e extratos antioxidantes de origem vegetal tem atraido
crescente interesse (Franco et al., 2021; Huang et al., 2023; Kang et al., 2023; Ligarda-Samanez
etal., 2023; Saha et al., 2020).

Com base nessas descobertas, este estudo tem como objetivo investigar o uso da resina

de adsorcdo macroporosa PuroSorb PAD950 para o enriquecimento de flavonoides em extratos
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de subprodutos de acerola. A PAD950 foi selecionada devido a sua comprovada eficiéncia de
adsorcdo-dessorcao para polifendis (Mir-Cerda et al., 2024; Gaglianoo et al., 2025), tornando-
a particularmente adequada para a recuperacao de flavonoides de matrizes vegetais complexas
e corroborando para o seu uso no presente estudo. Esta resina metacrilica alifatica ndo idnica
apresenta baixa hidrofobicidade, uma caracteristica que aumenta sua afinidade por compostos
polifendlicos, como antocianinas e flavonoides (Ecolab, 2025). Além disso, este estudo prop&e
a nanoencapsulagdo desses flavonoides como uma estratégia para melhorar sua estabilidade
antioxidante. Entre as técnicas avaliadas, nanoprecipitacdo, formacdo de lipossomas por
hidratacdo de filme lipidico e preparacdo de nanogéis foram testadas para determinar a
nanoestrutura mais eficaz para potencial aplicacdo dos extratos em formulacdes alimenticias

e/ou embalagens ativas de alimentos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais e Reagentes
Todos os solventes usados para analises de CLAE eram de grau analitico: Acetonitrila
e Metanol (LiChrosolv, Alemanha), agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q (Millipore
Corporation, EUA). Todos os solventes usados como fase mével para CLAE foram filtrados
usando um filtro de membrana de 0,45 um e desgaseificados por ultrassonicacéo antes do uso.
Os reagentes Cloreto Férrico (FeCls), Nitrito de Sodio (NaNOy), Cloreto de Aluminio
(AICI3), Hidroxido de Sodio (NaOH), Antrona (C14H100), Glicose (CsH120s), Acido Cloridrico
(HCI), Acido Sulfarico (H2SO4) e Etanol absoluto foram adquiridos da Dindmica Quimica
Contemporanea (Brasil). Os padrdes acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox) e Quercetina foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Pectina citrica
comercial e lisozima também foram adquiridas da Sigma-Aldrich (#P9135 e #L6876,

respectivamente), juntamente com colesterol, fosfatidilcolina, policaprolactona, Pluronic 127,
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2,4,6-tris(2-piridil)-S-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), 2,20-azinobis-(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) e persulfato de potéssio (K2S20s).

2.2 Obtencdo do Extrato

Os residuos agroindustriais de Malpighia emarginata DC., compostos por cascas e
sementes, foram doados pela Brasfrut, uma empresa local de processamento de polpas de frutas
em Feira de Santana, Bahia, Brasil. Uma amostra (5 kg) do residuo foi liofilizada (Liotop -
L101) por aproximadamente 30 horas a -50 °C. O material seco foi moido e peneirado em
peneira de ago inoxidavel (ABNT/ASTM 40 - 35 Mesh) para posterior extracao.

O extrato foi preparado utilizando o método de maceracdo, utilizando o residuo seco e
solvente hidroetandlico a 80% (etanol/agua) em uma propor¢cdo de 1:3 (p/v) (residuo
(9)/solvente (L)). A mistura foi agitada com bastdo de vidro e deixada em repouso por 72 horas,
sem luz, para extracdo. Apos esse periodo, a solucao foi filtrada a vacuo, e o0 excesso de solvente
foi removido utilizando um evaporador rotativo (IKA - RV 10) sob pressdo reduzida e
temperatura controlada (60 °C). O extrato hidroetandlico resultante foi armazenado em um
frasco ambar selado e liofilizado (Liotop - L101) por 72 horas a -50 °C. O extrato dos residuos
de Malpighia emarginata DC. - (ERME) foi armazenado a -18 °C até as analises posteriores.

A extracdo foi realizada em triplicata.

2.3 Enriquecimento por Adsorcédo em Resina Macroporosa

O adsorvente polimérico (PuroSorb PAD950) fornecido pela Purolite (EUA) € um tipo
de resina de adsor¢do macroporosa ndo ionica (aparéncia: esférica, opaca, branca) com estrutura
porosa, baixa hidrofobicidade, didmetro de particula (dp) de 120 A, volume de poros de 0,6
cm?-g ! e area superficial de 450 m2-g'. A resina demonstrou ser eficaz na adsorcdo de

compostos polifenolicos (Mir-Cerda et al., 2024). Antes de cada experimento, a resina foi pré-



25

tratada conforme as instrugdes do fornecedor. Apos o pré-tratamento, o processo de adsor¢édo

do ERME na resina foi investigado por meio de testes estaticos e dinamicos.

2.3.1 Testes Estaticos de Adsorcéo e Dessor¢ao

O teste estatico foi realizado utilizando a resina PuroSorb PAD950, seguindo o método
descrito por Sun et al. (2015), para caracterizar os parametros de adsorcdo e dessorgdo de
flavonoides. A resina (2 g) foi pré-tratada com lavagem em solucdo hidroetandlica a 50% para
remoc¢do de produtos quimicos residuais e particulas finas, seguida de enxadgue com agua
destilada por filtragdo. A resina foi entdo adicionada a um frasco Erlenmeyer (100 mL)
contendo 50 mL de solucdo aquosa de ERME (50 mg/mL) obtida na Secao 2.2. Os frascos
foram agitados a 120 rpm em agitador com controle de temperatura a 25 °C por 6 horas, baseado
em testes preliminares. O teor total de flavonoides (TFT) foi monitorado em diversos intervalos
de tempo (0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5 e 6 horas) para observar o equilibrio de adsorcao, indicado
por uma concentracdo constante de flavonoides na solugéo de adsorcao.

O teste foi monitorado usando o método espectrofotométrico para contedo total de
flavonoides (TFT), conforme descrito por Rebaya et al. (2015), com modificacfes adaptadas
por Freitas et al. (2023) com quercetina (10-500 pg/mL) como composto de referéncia. A
analise foi realizada em triplicata. Uma curva padrdo de quercetina (y = 0,001x + 0,018, Rz =
0,997) foi usada para calcular o TFT, expresso em microgramas de equivalentes de quercetina
por mililitro de solucdo de ERME (ug QE/mL).

Ap0s a adsorgdo, a resina passou por um processo de dessorcdo para a remocao dos
compostos adsorvidos. A resina foi lavada com 100 mL de agua destilada e, em seguida,
submetida a dessorcdo utilizando 50 mL de solucdo hidroetanolica a 80% (v/v). Os frascos

foram novamente agitados a 120 rpm e mantidos a 25 °C por 4 horas, com o TFT monitorado
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em intervalos de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3 e 4 horas. As seguintes equacdes foram utilizadas para
quantificar a capacidade de adsorcéo e a taxa de adsor¢ao:

Qe = (Co — Ce).Vo/W Equacéo (1)

E = ((Co— Ce)/ Co) x 100 Equacéo (2)

onde Q. é a capacidade de adsorcdo no equilibrio de adsorcdo (mg/g resina); E é a taxa de
adsorcdo (%), que € a porcentagem da quantidade adsorvida em relacdo a quantidade inicial em
equilibrio; Co e Ce sdo as concentragdes iniciais e de equilibrio de flavonoides nas solugdes,
respectivamente (mg/mL); Vo € o volume inicial da solugdo do extrato (mL) e W é o peso da
resina seca (g).

Avaliacgéo de dessorcao:

D =[(Cd.Va)/((Co — Ce).Vo)] x 100 Equacao (3)

onde D é a taxa de dessorc¢do (%); que € a porcentagem da quantidade dessorvida em relagdo a
quantidade total adsorvida até atingir o equilibrio, Cq é a concentracdo de flavonoides na
solucdo de dessorcdo (mg/mL); Vg4 é o volume da solucdo de dessor¢do (mL); Co, Ce € Vo sd0
iguais aos anteriores.

A selecéo preliminar das condigdes para o teste dinamico com a resina foi baseada na
analise das taxas e capacidade de adsorcdo/dessorcdo dos flavonoides do ERME na RMA
(PAD-950). Apos a determinacdo dos pardmetros ideais, o0 teste dindmico de
adsorcao/dessorcdo foi realizado, seguindo também as especificagdes fornecidas pelo

fabricante da resina.

2.3.2 Teste de adsorcéo e dessor¢do dinamica
O enriquecimento de flavonoides do ERME foi realizado usando um experimento

dindmico de adsorcao/dessorcdo. Uma coluna de vidro foi embalada imida com 23 g de resina
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pré-tratada, resultando em um volume de leito (BV) de 34 mL, as condicGes do teste (ajuste de
vazdo de eluicdo, tempo de eluicdo, concentracdo do extrato e equilibrio de adsorc¢éo) foram
determinadas baseadas nos resultados do teste estatico e em testes preliminares com a coluna
dindmica. Uma solucdo aquosa do extrato (50 mg/mL) foi preparada e percolada através da
coluna a uma vazéo de 1 mL/min. As fragdes de adsorcdo (Ad 1 — Ad 10) foram coletadas em
volumes de 100 mL até que o equilibrio de adsor¢do fosse atingido. Posteriormente, durante a
fase de dessorc¢do, a coluna foi lavada com agua destilada (10 BV) e eluida usando solventes
hidroetan6licos em propor¢des etanol/agua de 80/20 e 100/0. Testes preliminares foram
realizados para escolher o solvente mais eficiente para o processo de dessor¢do, com variagcdo
da polaridade do solvente hidroetandlico entre 60% e 100% de etanol. Observou-se maior
recuperacdo de flavonoides do ERME com a solugdo de dessor¢do hidroetanolica a 80% de
etanol, e para a remocao total dos compostos da resina, com a solucdo a 100% de etanol. As
fracdes de dessorcdo (D1 — D6) foram coletadas a cada 10 min a uma vazao de 2 mL/min.
Finalmente, as solucdes de extrato e as fragOes coletadas foram secas em estufa de circulacéo
forcada de ar a 45°C por 48 horas, € entdo os teores de flavonoides, aglcares totais e capacidade
antioxidante foram determinados.

Ap0s a secagem e analise dos resultados da caracterizacdo das fracfes obtidas no teste
dindmico (Secdo 2.4), as fracOes de dessor¢cdo D2, D3 e D4 foram selecionadas, entdo
homogencizadas ¢ denominada “fra¢do rica em flavonoides do ERME” (FLA). Esta fracdo
também foi submetida a caracterizacdo (Secdo 2.4) e identificacdo de flavonoides por CLAE
(Secéo 2.3.4), seguida do estudo de nanoencapsulacdo usando trés técnicas diferentes (Secéo

2.5).
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2.4 Caracterizacao das frac6es de adsorc¢éo e dessorcao
A caracterizagdo do extrato bruto, da fracdo rica em flavonoides do ERME (FLA), das
fracGes de adsorcdo (Ad — 1 a 10) e de dessor¢do (D — 1 a 6) foi conduzida de acordo com as

analises descritas nas Se¢des 2.4.1, 2.4.2 e 2.4.3.

2.4.1 Determinacdo do teor de acUcares totais (TAT)

Os acUcares totais foram determinados pelo método Antrona (Trevelyan e Harrison,
1952). Para isso, 2 mL de uma solucdo de antrona (1 mg/mL), preparada em &cido sulfarico,
foram acrescentadas a 1 mL de cada amostra. O sistema foi mantido em banho-maria (100°C,
3 minutos) e resfriado imediatamente. A absorbancia foi medida a 620 nm em um
espectrofotometro (KASVI K37-UVVIS). Uma curva padrdo, (y = 0,03x + 0,26, R2 = 0,99)
com solucGes de glicose (0 — 40 pg/mL), foi obtida e os resultados foram expressos em
microgramas de equivalentes de glicose por microgramas de fracao seca (ug EG/ pg). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

2.4.2 Teor de Flavonoides totais (TFT)

A determinacdo do teor de flavonoides totais (TFT) foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Rebaya et al. (2014) com modificagOes, utilizando a Quercetina (10-
500 pg/mL) como composto de referéncia (padrdo). Foram misturados 120 yL de amostra, ou
do padrdo, com 75 pL de uma solugdo de nitrito de sodio (NaNO>) (5%). Esta mistura ficou
protegida da luz, durante 6 minutos. Apds esse tempo, 150 puL de uma solugdo de cloreto de
aluminio (AICl3) (10%) foram adicionados e o sistema deixado em repouso durante 5 minutos,
adicionado de 750 pL de NaOH (1 M). O volume final da solugéo foi ajustado para 2,5 mL com
agua destilada, incubado, protegido da luz, durante 15 minutos e a absorbancia foi lida a 420
nm em um espectrofotdmetro (KASVI K37-UVVIS). A andlise foi realizada em triplicata. Uma

curva padrdo de Quercetina (y = 0,001x + 0,018, R? = 0,997) foi utilizada para o célculo do
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TFT. O conteddo total de flavonoides foi expresso em microgramas de equivalentes de

quercetina por microgramas de amostra seca (pug EQ/ug).

2.4.3 Capacidade Antioxidante equivalente ao Trolox (CAET)

2.4.3.1 Ensaio ABTS [2,20 -Azinobis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato)]

A capacidade antioxidante equivalente em Trolox (CAET) foi comprovada pelo ensaio
ABTS relatado por Yin et al. (2019) com modificagdes. O ABTSe foi preparado pela
preparacdo de uma solucdo aquosa de 7 mM de ABTS com 2,4 mM de persulfato de potassio
(K2S20g). Em seguida, a mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 12 a 16
horas. A solu¢do ABTSe foi entdo diluida com etanol até uma absorbancia de 0,70 + 0,02 em
um comprimento de onda de 734 nm para produzir uma solucdo de trabalho ABTS. Apos
preparada, 2 mL da solucdo de trabalho ABTSe foram adicionadas a 50 uL solucdes das
amostras, de Trolox (0-400 uM) ou agua destilada (branco), em triplicata. A reacdo ocorreu
sob incubacao por 10 min, a 30° C, no escuro, a absorbancia foi medida em 734 nm usando um
espectrofotdmetro ultravioleta (KASVI K37-UVVIS). Uma curva padrdo de trolox (y = -
0,003x + 0,670, R2 =0,996) foi utilizada para o calculo do CAET. Finalmente, as CAET foram
calculadas e expressas em micromolar em equivalentes ao Trolox por micrograma de amostra

seca (UM/ug).

2.4.3.2 Ensaio FRAP (Poder de reducéo aos ions metélicos do Ferro I11)

A determinacdo da CAET para a reducao de ions metalicos pelo método de FRAP foi
realizado seguindo a metodologia proposta por Rumpf et al. (2023). O reagente FRAP foi
preparado recentemente antes de cada medicdo misturando uma solugédo tampé&o de acetato de

sodio (300 mM), TPTZ (10 mM em HCI (40 mM)) e FeCI3 (20 mM em agua destilada) em
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uma proporcdo de 10:1:1 (v/ v/v). Para a andlise, 2,7 mL mL de reagente FRAP foram
misturados com 270 pL de 4dgua destilada e 90 pL de solucéo de amostra, e incubados a 37 °C
por 10 min antes de medir a absorbancia a 595 nm em espectrofotometro (KASVI K37 -
UVVIS). Uma curva de calibracdo (y = 0,005x + 0,079, Rz = 0,999) com solucGes padrdo de
Trolox (0-600 uM) utilizadas para a obtencgdo dos resultados. As CAET foram calculadas e

expressas em micromolar em equivalentes ao Trolox por micrograma de amostra seca (UM/ug).

2.4.3.3 Ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A CAET também foi determinada de acordo com o metodo colorimétrico do DPPH,
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, conforme
metodologia descrita por XU et al. (2020). Para a reacdo, 0,5 mL de amostra foi adicionado a
2,5 mL de uma solucédo de etanol a 0,004% de DPPH. A absorbancia a 517 nm foi determinada
apos 30 min e o trolox foi usado como padrdo. Uma curva de calibracéo (y = - 0,016x + 1,176,
R2 = 0,998) foi preparada, e diferentes concentracGes de Trolox (solugdes padrdo de trolox
variando de 10 a 160 uM) também foram avaliadas contra o radical. O CAET foi expresso como

micromolar de equivalentes ao Trolox por micrograma de amostra seca (UM/ug).

2.4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Deteccdo por Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD)

As solugdes metandlicas (50 mg/mL) do FLA e do ERME bruto foram filtradas usando
um filtro de membrana de nailon e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por arranjo de diodos (CLAE-DAD). Os solventes da fase movel foram Acetonitrila
(LiChrosolv, Darmstadt, Alemanha) ¢ agua ultrapura (H.O) obtidas de um sistema Milli-Q
(Millipore Corporation, Burlington, EUA). A CLAE foi realizada usando um cromatografo

Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies), equipado com um detector de arranjo de diodos
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(DAD-1260 Infinity 1l HS), uma bomba de solvente (1260 Infinity Il) e uma coluna analitica
Poroshell 120, EC-C18 (3 x 150 mm, 4 um), Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).

A eluicdo da fase mdvel, em gradiente, usando os solventes A (H20 com 0,1% de acido
férmico) e B (acetonitrila), seguiu a seguinte programacao durante o tempo: 12% (B) de 3 a 6
minutos; 14% (B) de 7 a 15 minutos; 18% (B) de 17 a 23 minutos; 22% (B) de 24 a 29 minutos;
mantido em 50% (B) de 30 a 40 minutos; e retornou a 0% (B) em 41 minutos, com uma retencao
final em 45 minutos. O tempo total de execugéo foi de 45 minutos, com um volume de injecédo
de 20 pL e uma taxa de fluxo de 1 mL/min. O DAD foi ajustado para monitorar a 360 nm,

comprimento de onda de absor¢éo da radiacdo UV dos flavonoides.

2.5 Preparacdo e Caracterizacdo das nanoparticulas carregadas com fragdo rica em

flavonoides de ERME

2.5.1 Preparacéo de Lipossomas

Os lipossomas (LPs) foram preparados usando o método de hidratagéo de filme lipidico
descrito por Miranda et al. (2021), para encapsular a FLA. Para a formacao do filme lipidico, a
fosfatidilcolina de soja (40 mg) e o colesterol (6 mg) foram dissolvidos em 10 mL de
cloroférmio, e o solvente foi evaporado a 45 °C. Apos a secagem completa, o filme foi hidratado
com 10 mL de &gua destilada. Para gerar grandes vesiculas multilamelares (LMVSs), a suspensao
passou por tratamento ultrassénico por 30 minutos. Entdo, foi adicoinado 5 mL de uma solucéo
da FLA (1 mg/mL) em tampéo fosfato de sddio (PBS, pH 7,4, 0,01 M). O sistema foi mantido
em agitacdo magnética por 1 hora para promover o encapsulamento de flavonoides.
Subsequentemente, os lipossomas carregados com FLA (FLA-LPs) foram homogeneizados

usando um sonicador de sonda (3 min, 550 W, pulsos de 2 segundos, Eco-Sonics, Ultronique).
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2.5.2 Preparacao de nanogéis

A montagem dos nanogéis (NGs) foi realizada seguindo o método descrito por Lin et
al. (2015). Inicialmente, solucBes padrdo de pectina citrica (1 mg/mL) e lisozima (1 mg/mL)
foram preparadas (o pH foi ajustado para 7,0 usando NaOH 0,5 M ou HCI 0,5 M). FLA (20
mg) foi completamente dissolvido em 2 mL de solu¢cdo de NaOH (0,04 M). Nanogéis
carregados com FLA foram preparados adicionando a solucdo de FLA (10 mg/mL) a solucéo
de lisozima (1 mg/mL) e depois de pectina (1 mg/mL) em uma proporg¢éo de 0,15:1:1 (v/v/v).
O pH da mistura foi ajustado para 10,7 e mantido sob agitacdo magnética (300 rpm) a
temperatura ambiente por 1 hora para formar FLA-NGs, e submetido a tratamento térmico a 80
°C por 30 minutos para estabilizar a estrutura do nanogel. Finalmente, o pH dos nanogéis

carregados com FLA resultantes foi ajustado para 7,4.

2.5.3 Preparacao de nanocépsulas

Nanocépsulas carregadas com FLA (FLA-NCs) foram preparadas através do método de
nanoprecipitacdo descrito por Kumar et al. (2015). Neste procedimento, primeiramente foi
preparada a fase organica, a policaprolactona (0,0375 g) foi dissolvida em acetona (10 mL) com
0 auxilio de um banho ultrassénico, por 10 minutos, em seguida foi adicionada da FLA (0,05
g) e homogeneizada com mais um ciclo no banho ultrassénico. Esta solucdo organica foi
gradualmente gotejada (com o auxilio de uma bureta) na fase aquosa (20 mL de 4gua destilada),
que continha o surfactante hidrofilico Pluronic 127 (0,2 g) dissolvido, sob agitacdo magnética
moderada. A acetona foi removida por evaporagédo a 40 °C, mantendo a agitacdo magnética

para garantir a uniformidade.
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2.5.4 Caracterizacao de nanoparticulas

As nanoparticulas carregadas da fragdo rica em flavonoides do ERME (FLA-LP, FLA-
NG e FLA-NC) foram caracterizadas em termos de tamanho de particula (nm), indice de
polidisperséo (PDI) e potencial Zeta (mV) foram avaliados por espectroscopia de correlagdo de
fétons. Ambas as analises foram realizadas com um Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments,
Reino Unido). Para evitar efeitos de espelhamento multiplo, as nanoparticulas foram diluidas
em agua deionizada antes da medicdo. Todas as analises foram conduzidas em triplicata.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) dos flavonoides foi determinada pelo calculo da
diferenca entre seu conteudo total e livre, de acordo com Mirzaei-Mohkam et al. (2020) com
modificacbes. O conteldo total de flavonoides foi quantificado pela dissolucdo de 1 mL da
suspensdo de nanoparticulas em 10 mL de metanol, seguido por sonicacdo por 30 minutos e
centrifugacdo a 4800 rpm por 30 minutos. A concentracdo de flavonoides em 1 mL do
sobrenadante resultante foi quantificada usando o método TFT descrito anteriormente na
subsecdo 2.3.1. Para o contetdo de flavonoides livres, a suspensdo de nanoparticulas foi
colocada em microtubos de filtro (10 kDa MCO, filtro Amicon, Merck) e submetida a
ultrafiltragcdo/centrifugagdo a 4800 rpm por 30 minutos. A concentragdo de flavonoides néo
encapsulados no filtrado foi entdo determinada pelo método TFT. Todas as medigdes foram
realizadas em triplicata. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi expressa como uma
porcentagem de TFT e calculada usando a Equacao 4.

EE = (TFTtotaI - TFTIivre)/TFTtotaI x 100 (Equa(;éo 4)

As CAETSs das nanoparticulas descarregadas e carregadas com FLA foram também
determinadas usando os metodos ABTS, FRAP e DPPH, seguindo as respectivas metodologias

mencionadas anteriormente nos topicos 2.4.3.1, 2.4.3.2 e 2.4.3.3, respectivamente.
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A nanoestrutura, contendo os flavonoides do ERME, que apresentaram melhores
caracteristicas fisicas e capacidades antioxidantes seguiram para incorporagdo aos filmes ativos

antioxidantes a base do polimero de poli(alcool vinilico) (PVOH) — Capitulo 2.

2.6 Analise estatistica

O experimento foi realizado trés vezes em um delineamento inteiramente casualizado.
Os resultados foram analisados por meio de Teste t de Student ou Analise de Variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey no nivel de confianca de 95% usando Statistica 12

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes de adsorcao e dessorcao estatico

A resina PAD950 apresentou uma alta capacidade de adsorcao de 19,20 + 0,93 mg/g
(miligramas de flavonoides por grama de resina) e também taxas de adsor¢éo (74,83 + 1,80 %)
e de dessorcdo dos flavonoides (96,76% =+ 4,67 %). Esses resultados superam
significativamente aqueles relatados por Heravi et al. (2022), quando usaram a resina de
polimero acrilico ndo idnico LXA-10 para enriquecer compostos fendlicos do extrato de bagaco
de uva (Vitis vinifera L.), alcancando uma capacidade de adsor¢édo de apenas 4,86 mg/g. Sun et
al. (2022) relataram uma capacidade de adsorcdo de 8,47 mg/g para a resina AB-8, com uma
taxa de adsorgéo de 72,62% e uma taxa de dessorcdo de 93,25%. A resina NKA-9 apresentou
uma capacidade de adsorcdo ligeiramente maior de 8,77 mg/g e uma taxa de dessorcdo de
98,77%.

No geral, embora as taxas de adsorcao e dessorcao das resinas AB-8 e NKA-9 tenham

demonstrado bom desempenho (Sun et al., 2022; Zhao et al., 2011), a capacidade de adsorcao
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alcancada pela resina PuroSorb PAD950 foi até quatro vezes maior do que a das resinas
mencionadas anteriormente. Essa diferenca de desempenho pode ser atribuida as propriedades
fisicas especificas do PuroSorb PAD950, como diametro médio dos poros, volume dos poros,
area de superficie e alta compatibilidade com os adsorbatos ERME (Heravi et al., 2022; Zhao
et al., 2011). Além disso, a composi¢do quimica do polimero (polimetacrilico ou poliestireno-
divinilbenzeno) parece desempenhar um papel determinante, uma vez que 0s sorventes a base
de metacrilico exibem, em geral, boas capacidades de sor¢do (Mir-Cerda et al., 2024). Essas
caracteristicas tornam o PuroSorb PAD950 uma escolha ideal para enriquecimento de
flavonoides em extratos naturais, destacando seu potencial para aplicagOes industriais e
cientificas.

Durante o teste estatico, observou-se que o equilibrio de adsorcéo da resina foi atingido
apos quatro horas de contato com a solucdo de extrato ERME. Neste ponto, a liberacdo de
flavonoides da estrutura da resina comecou devido a saturacao do sistema de adsor¢do. A Figura
1 ilustra esse comportamento, mostrando uma rapida reducdo no contetdo de flavonoides nas
solucBes de adsorcdo durante a primeira hora, seguida por uma diminui¢cdo mais lenta até a
terceira hora, entdo, ap6s quatro horas o equilibrio foi atingido. Essa adsorcao inicial rapida
provavelmente resulta de interagdes com mesoporos facilmente acessiveis nas esferas de resina,
enguanto a fase de baixa transferéncia de massa ocorre dentro do volume da solucéo (Zhang et
al., 2007). A fase de adsorcdo mais lenta sugere alta resisténcia a transferéncia de massa
intraparticula (Zhang et al., 2007). Essas descobertas indicam que a adsor¢do de flavonoides na
resina ocorre predominantemente em mesoporos com didmetros variando de 2 a 50 nm. Além
de influenciar a area de superficie da resina, a estrutura do poro também atua como um
mecanismo de peneiramento, separando e removendo moléculas maiores (Purolite Corporation,

2021).
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Figura 1 - Curva de adsorc¢éo para os flavonoides do ERME obtida no teste estatico.
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Assim, a resina PuroSorb PAD950 provou ser uma alternativa conveniente para a
adsorcdo de flavonoides do ERME, demonstrando alta eficiéncia em processos de adsorcéo e
dessorcdo estaticos. Esse desempenho pode ser atribuido a similaridade de polaridade entre a
resina € 0s compostos, 0 que favorece interaces como forcas eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio e interacdes de van der Waals entre a resina e 0os compostos bioativos (Purolite

Corporation, 2021).

3.2 Teste de adsorcéo e dessor¢ao dinamica

O extrato hidroetandlico de ERME, apés evaporacdo rotativa e liofilizacdo, rendeu
158,5 £ 2,9 g/kg. As fragdes de adsorcdo Ad1-Ad6 apresentaram os maiores rendimentos entre
todas as fracOes obtidas no teste dindmico, calculados em relagdo ao ERME bruto. As fragdes
de dessor¢do D2, D3 e D4 apresentaram os maiores rendimentos massicos entre todas as fragoes

de dessorcao, representando juntas aproximadamente 5,0% (Tabela 1).
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Tabela 1 - Rendimento das fracGes de adsorcdo e dessorcdo do ERME obtidas no ensaio

dinamico.

Fracao Rendimento (%) Fragao Rendimento (%)
Ad1 10,21 £ 0,60 D1 0,02 £ 0,00
Ad 2 13,31+£1,26 D2 4,24 +0,01
Ad 3 13,11+ 0,42 D3 0,54 £ 0,17
Ad 4 14,19 + 0,20 D4 0,11 + 0,07
Ad 5 13,80 £ 0,95 D5 0,05 £ 0,03
Ad 6 14,24 + 0,46 D6 0,02 £0,01
Ad7 2,12+£0,75
Ad 8 0,32+0,14
Ad 9 0,26 £ 0,14
Ad 10 0,15+ 0,01

Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo.

A fracéo de dessor¢do D2 apresentou 0 maior teor total de flavonoides (TFT), sequida
pelas demais fragcGes de dessor¢do (D3 - D6) indicando maior recuperacdo de flavonoides
nessas fragdes (Figura 2). Um comportamento inverso foi observado para o teor de agUcares
totais (TAT), que ndo foi detectado (ND) nas fracOes de dessor¢cédo (D1 - D6) (Figura 3),
demonstrando a separa¢do desses compostos interferentes durante a fase de adsor¢do dinamica.

Figura 2 — Conteudo Total de Flavonoides (TFT) das fracdes obtidas no teste dindmico.
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Figura 3 — Contetdo Total de Acucares (TAT) das fracdes obtidas no teste dinamico.
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Em consonancia com esse resultado, o ERME bruto e as frac6es de adsor¢cdo Ad 1 - Ad
6 apresentaram baixos TFTs e altos teores de acUcares nessas solugdes (Figuras 2 e 3). Nas
fracbes Ad 7 - Ad 10, o TFT aumentou progressivamente, indicando o inicio da saturacao da
resina na fracdo Ad 7 e um aumento intenso de flavonoides na fracdo Ad10, com reducéo do
TAT (Figuras 2 e 3). Portanto, o processo de adsorcado/dessorcao de flavonoides usando a resina
PAD 950 foi eficaz para a separacdo de aclcares do extrato e 0s compostos de interesse foram
/enriquecidos nas fracdes de dessorcéo.

Gagliano et al. (2025) relataram que a composi¢do quimica do PAD950 promove
interacdes com compostos polares, como polifendis, principalmente por meio de ligacdes de
hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo entre os grupos funcionais dos polifendis e 0s grupos
carbonila na matriz da resina. Para que uma molécula seja adsorvida na resina, ela deve primeiro
ser transportada para a superficie por meio de fluxo convectivo, seguido por uma sequéncia de
etapas de difusdo e adsorc¢do: (i) difusdo através da camada limite que envolve a particula de

resina (difusdo de filme); (ii) migracdo atraves dos canais de poros internos para atingir os sitios
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disponiveis (difusdo intraparticula); e (iii) adsor¢do nos sitios ativos da superficie da resina. A
taxa geral de adsorcédo pode ser governada pela mais lenta dessas etapas ou por uma combinacgao
delas. A adsorcdo em nivel de superficie pode envolver interacGes fisicas, como forcas de van
der Waals ou atracBes eletrostaticas (fisiossorcdo), embora, em alguns casos, interacdes
quimicas mais fortes (quimissor¢do) ou mecanismos intraparticulas possam desempenhar um
papel significativo (Sumalinog et al., 2018; Sahoo & Prelot, 2020; Ledesma et al., 2023). Com
base nesses mecanismos, 0s resultados deste estudo sugerem que, durante a fase de adsorcao,
0s acgUcares presentes na solucdo aquosa de ERME ndo foram retidos pelo PAD950. Esse
comportamento provavelmente se deve a sua alta solubilidade e afinidade pela fase aquosa, o
que lhes permite passar pela resina sem interacdo significativa, sendo, portanto,
predominantemente coletados nas fragdes de adsorcdo (Adl-Adl10). Em contraste, 0s
flavonoides foram efetivamente adsorvidos na superficie da resina por meio das interacdes
mencionadas anteriormente. Na fase de dessor¢cdo subsequente, os flavonoides retidos na
estrutura da resina foram eluidos com sucesso usando 80% de etanol, 0 mesmo solvente usado
na extracéo inicial do bagaco de acerola seco.

Com base nos resultados de CAET dos ensaios DPPH, ABTS e FRAP (Figuras 4,5 e
6), observamos que o extrato bruto e as fracdes de adsorcdo Ad 1 - 7 obtiveram CAETS baixos
nos trés ensaios, enquanto as fracbes Ad 8 - 10 mostraram boa atividade antioxidante em todos
0s trés ensaios. As fracOes de dessorcdo mostraram os maiores valores de CAET na seguinte
ordem decrescente: D5, D2, D1, D3 e D4 exibiram os maiores valores de CAET no ensaio
DPPH (Figura 4); D5, D2, D3 e D4 no ensaio FRAP (Figura 6). A fracdo D3 mostrou o maior

CAET no ensaio ABTS, seguida pelas fracdes D4, D2 e D6 (Figura 5).
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Figura 4 — Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET) para o ensaio DDPH das

fracOes obtidas no teste dinamico.
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Figura 5 — Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET) para o ensaio ABTS das

fracdes obtidas no teste dinamico.
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Figura 6 — Capacidade antioxidante equivalente a Trolox (CAET) para o ensaio FRAP das

fracOes obtidas no teste dinamico.
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Estudos recentes mostraram que o aumento da atividade antioxidante apds a remocéo
do acucar em extratos de residuos de frutas enriquecidos via resina macroporosa é devido ao
acimulo de flavonoides presentes nos extratos (Chen et al., 2021; Shen et al., 2022;
Mohammadi et al., 2024). Com base nos resultados, as fracdes D2, D3 e D4 foram selecionadas
por sua excelente atividade antioxidante, que foi aumentada pela remocdo de impurezas
indesejaveis, conforme indicado pelo aumento do teor de flavonoides nessas fracbes em
comparacao ao extrato. Além disso, essas fragcdes exibiram os maiores rendimentos de massa
entre as fracdes de dessorcdo (Tabela 1), sem teor de agucar detectavel. Apds a selecdo, as
fracdes foram homogeneizadas e designadas como a “fragdo rica em flavonoides de ERME”

(FLA).

3.3 Caracterizagao da fragéo rica em flavonoides (FLA)
Os cromatogramas obtidos do extrato bruto antes e depois do enriquecimento com resina

PuroSorb PAD 950 sdo mostrados na Figura 7. Uma comparacédo revela a amplificacdo dos
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picos correspondentes aos flavonoides apos o enriquecimento com resina PuroSorb PAD 950,
destacando a concentracdo dos compostos na FLA.
Figura 7 — Cromatogramas do extrato bruto de bagaco de Malpighia emarginata DC (ERME)

e da fracdo rica em flavonoides do ERME (FLA) registrados a 360 nm.
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Em andlise dos espectros de absor¢do UV (Apéndice A) dos picos no cromatograma
(Figura 8), uma predominancia de flavonois foi observada na FLA. Os flavondis, uma subclasse
de flavondides, exibem a banda de absorcdo UV | entre 350 e 385 nm (Simdes et al., 2016).
Além disso, dois flavondis (quercetina e kaempferol) e uma flavona (rutina) foram confirmados
na fragdo enriquecida por meio do tempo de retengdo e comparagdo dos espectros de absorcéo
UV. Quercetina, rutina e Canferol foram identificados como picos 2, 7 e 8 na amostra (Figura

8), respectivamente (Apéndices A e B).
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Figura 8 - Cromatogramas da fracdo rica em flavonoides do ERME (FLA) ao lado dos

respectivos padrdes de flavonoides, registrados a 360 nm.
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Os flavonoides séo classificados em diferentes subclasses, incluindo flavonas (por
exemplo, rutina, crisina, apigenina e luteolina), flavonois (por exemplo, quercetina, kaempferol,
miricetina e fisetina), flavan-3-dis (por exemplo, proantocianidinas, catequina, epicatequina e
epigalocatequina), flavanonas (por exemplo, flavanona, hesperetina, naringina e naringenina),
isoflavonoides (por exemplo, genisteina e daidzeina) e antocianidinas (por exemplo,
apigenidina, malvidina, cianidina e delphinidin) (Karak, 2019). Esses compostos exibem
atividades bioldgicas in vivo, como modulacdo da atividade enzimatica e inibicdo da
proliferacdo celular, bem como efeitos antioxidantes in vitro e in vivo (Romani et al., 2020).

A FLA exibiu contetdo total de flavonoides (TFT) aproximadamente 20 vezes maior
do que o do extrato bruto (Tabela 2). Além disso, houve um aumento de 7,8, 9,9 e 6,7 vezes
nas Capacidades Antioxidantes Equivalentes de Trolox (CAET) nos ensaios DPPHe, ABTSe
e FRAP, respectivamente (Tabela 2), com diferencas significativas entre o extrato bruto

(ERME) e a fracdo enriquecida (FLA) em todos os trés testes.
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Tabela 2 — Caracterizacdo do ERME bruto antes e depois da adsorcdo em teste dindmico.

TFT* DPPH* ABTS* FRAP*
EXTRATO (UG QERG)  (uMimg) (uMimg) (uM/mg)
BRUTO 0,02 £ 0,00 0,19 £ 0,01 0,45 £ 0,05 0,38 £0,04

ENRIQUECIDO (FLA) | 0,40 £ 0,07 1,48+0,14 4,44 + 0,80 2,56 £ 0,06
*As médias do extrato bruto e enriquecido sdo estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade pelos
testes t de Student.

Assim, ap0s o processo de adsorcdo/dessorcdo de flavonoides usando a resina PuroSorb
PAD950, os acUcares foram eficientemente separados e removidos do extrato, enriquecendo 0s
compostos alvo na fracdo. Como resultado, os compostos fendlicos antioxidantes
permaneceram livres de substancias interferentes, o que também aumentou seus valores de
CAET. Essas descobertas sdo consistentes com as de Tassoult et al. (2021), que relataram uma
correlacdo negativa entre o teor total de acucar e a atividade antioxidante (ensaios DPPH e
FRAP) em extratos de tamaras de seis diferentes cultivares Argelinas.

O papel da resina macroporosa no aumento da atividade antioxidante de compostos
fenolicos derivados de bagaco de maca foi destacado por Mohammadi et al. (2024). Além disso,
a etapa de purificacdo parcial neste estudo contribuiu para a remocao de impurezas indesejaveis,
conforme evidenciado pelo aumento da concentracdo de compostos fendlicos na fracdo
enriquecida.

Essas descobertas destacam a importancia da resina PuroSorb PAD-950 no
enriquecimento e obtencdo de uma fragdo antioxidante rica em flavonoides de grau alimenticio,
posicionando-a como um ingrediente sustentivel. Essas observagdes se alinham com as de
Freitas et al. (2023), que observaram que a atividade antioxidante de extratos brutos de
subprodutos de Malpighia emarginata DC estava associada aos seus constituintes fendlicos.

A alta eficiéncia da resina PuroSorb PAD-950 no enriquecimento de flavonoides pode
ser atribuida & sua natureza nédo ibnica, que estabelece fortes interaces com moléculas que
possuem grupos aromaticos ou cadeias alquilicas (Mir-Cerda et al., 2024). Este adsorvente

metacrilico, composto por um copolimero de éster, atua como um material hidrofobico ideal
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para compostos hidrofobicos, facilitando a eluicdo simplificada de polifendis (Ecolab, 2025).
Além disso, sua grande area de superficie facilita a remocéo seletiva e eficiente de moléculas

organicas, como agucares e acidos organicos, do ERME, especialmente em meios aquosos.

3.4 Caracterizacdo das nanoparticulas contendo a fracéo enriquecida

3.4.1 Caracteristicas fisicas

As nanoparticulas de policaprolactona carregadas com flavonoides do ERME (FLA-
NC) alcangaram uma alta eficiéncia de encapsulamento (EE) de 81,32 + 1,00%, superando a
EE dos FLA-LPs e FLA-NGs, que apresentaram EE entre 70% e 74%, sem diferencas
estatisticas (Tabela 3). O FLA-LP exibiu os menores tamanhos de particula entre os sistemas e
a maior carga superficial, mostrando diferencas significativas (p < 0,05), sequido por NG e NC,
com as nanocapsulas apresentando a menor carga superficial de -34,45 + 1,72 (Tabela 3). Além
disso, todas as nanoparticulas apresentaram altas cargas superficiais, contribuindo para a
estabilidade coloidal (Tabela 3). Essa carga negativa contribui significativamente para a
estabilidade coloidal ao impedir a agregacdo de particulas por meio de forcas de repulsédo
eletrostatica (Rosales & Fabi, 2023).

Os indices de polidispersdo de ambos 0s sistemas estavam dentro da faixa considerada
homogénea (0-0,3), pois valores acima de 0,3 indicam alta heterogeneidade na distribuicéo
coloidal. FLA-NCs também apresentaram o menor indice de polidispersdo (PDI) com
diferencas significativas em comparagdo com as outras nanoparticulas produzidas (Tabela 3),
refletindo uma distribuicdo de tamanho estreita e alta uniformidade (Kumar et al., 2015). Uma
distribuicdo de tamanho muito estreita € critica para a estabilidade coloidal, pois minimiza o
risco de agregacdo e sedimentacdo de particulas, aumentando assim a estabilidade geral da

dispersao (Zhuang et al., 2024).
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Essas descobertas confirmam que as nanoparticulas contendo os flavonoides do ERME
tém propriedades fisicas adequadas para aplicagdes praticas, oferecendo estabilidade e
eficiéncia no encapsulamento de flavonoides em sistemas coloidais.

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas de produtos nanoencapsulados carregados com FLA.

Nanoparticula Tamanho PDI Potencial Zeta EE
(nm) (mV) (%)

LP 103,4+5,6° 0,2361+0,00782 -54,87 +1,21°2 74,30 +2,60°

NG 180,3+11,1% 10,2243 +0,04432 -39,63 +0,64°" 70,78 £0,78°

NC 157,0+10,1% 10,0848 £0,0166° -34,45+1,72°¢ 81,43 +0,98%

Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si no nivel de probabilidade de 5%
pelo teste de Tukey.

3.4.2 Capacidade antioxidante

As nanoparticulas descarregadas ndo apresentaram atividade antioxidante detectavel em
nenhum dos ensaios. Lipossomas e nanogeis carregados com FLA exibiram as maiores
capacidades antioxidantes tanto no ensaio DPPH quanto no ABTS, superando as nanocapsulas
(Tabela 4). No ensaio FRAP, os valores de CAET das trés formulac@es de nanoparticulas ndo
mostraram diferencas significativas. FLA-LP e FLA-NG demonstraram um aumento maior em
CAET, com aumentos de aproximadamente 6,5 vezes e 1,7 vezes, respectivamente, em
comparacdo com a FLA nos ensaios DPPH e ABTS (Tabelas 2 e 4).

Tabela 4 - Capacidades antioxidantes equivalentes a Trolox (CAET) dos produtos
nanoencapsulados carregados com FLA.

. DPPH ABTS FRAP
Nanoparticula (M /mg) (UM /mg) (UM /mg)
LP 10,48 +1,372 7,67 20,552 3,94+0,222
NG 8,96 +0,522 8,14+0,492 3,91+091¢2
NC 5,99+0,22b 464 +0,15° 3,03+0,13¢2

Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra minudscula ndo diferem entre si no nivel de probabilidade de 5%
pelo teste de Tukey.

De acordo com Kang et al. (2023), a nanoencapsulacdo também melhorou a estabilidade
e a solubilidade de antioxidantes pouco sollveis em agua, como os flavonoides quercetina

(QUE) e isoquercetina (IQUE). Apds a nanoencapsulacéo, as atividades antioxidantes desses
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compostos aumentaram substancialmente, com um aumento de 2,5 vezes para QUE e um
aumento de 3,5 vezes para IQUE (Kang et al., 2023).

A atividade antioxidante in vitro superior dos FLA-LPs pode ser atribuida a presenca de
fosfatidilcolina nos lipossomas e seu menor tamanho de particula (~100 nm) (Tabela 3). De
acordo com Kang et al. (2023), particulas menores geralmente aumentam a relacdo entre area
de superficie e volume, 0 que pode levar a uma maior interacdo com radicais livres, melhorando
assim a capacidade antioxidante.

Além disso, a natureza anfifilica da fosfatidilcolina permite o encapsulamento de
compostos hidrofilicos e hidrofdbicos, expandindo a gama de antioxidantes que podem ser
efetivamente administrados e utilizados. Este fosfolipidio também aumenta a integridade e a
rigidez da membrana lipossomal, aumentando assim a estabilidade e evitando o vazamento de
compostos encapsulados. Posteriormente, a fosfatidilcolina pode proteger os antioxidantes da
degradacdo e melhorar sua biodisponibilidade, aumentando a eficacia antioxidante geral dos
lipossomas (Tripathy & Srivastav, 2023).

A boa atividade antioxidante dos nanogéis também pode ser explicada por sua
composicao estrutural. Nanogéis a base de pectina fornecem um ambiente protetor para
compostos bioativos, evitando que sejam degradados por fatores ambientais como luz e
oxigénio. A capacidade da pectina de interagir com varias macromoléculas alimentares pode
resultar em efeitos sinérgicos, onde as atividades antioxidantes combinadas de diferentes
compostos sdo maiores do que seus efeitos individuais (Rosales & Fabi, 2023).

As pectinas podem interagir eletrostaticamente com outros biopolimeros de reticulagao
catibnica para formar nanocomplexos, devido a predominancia de cargas negativas em pH
neutro (Rosales & Fabi, 2023). Quando esses biopolimeros sdo homogeneizados em uma
solugcdo aquosa, ocorrem interacOes eletrostaticas levando a automontagem, complexando

assim os biopolimeros (Li, et al. 2021). O processo de automontagem ocorre por meio da
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organizacgdo espontanea e ordenada de componentes individuais (d&tomos, moléculas, coloides,
polimeros), que interagem de maneiras predefinidas e resultam em estruturas diferentes dos
outros componentes (Nie & Kumacheva, 2010). Essa interacdo pode aumentar a capacidade
antioxidante geral da formulagdo FLA-NG.

Por outro lado, a atividade antioxidante das nanoparticulas pode ser afetada por seu
potencial zeta. Os CAETs mais baixos dos NCs podem ser atribuidos a sua menor carga
superficial; nanoparticulas com baixo potencial zeta podem se agregar, levando a uma
diminuicdo na area de superficie e, consequentemente, uma reducdo em sua capacidade
antioxidante. Essa agregacdo pode dificultar a interacdo das nanoparticulas com radicais livres
(Kang et al., 2023).

Embora o FLA-NC também tenha mostrado aumentos no CAET em comparagdo aos
flavonoides livres (Tabelas 2 e 4), os resultados para FLA-LP e FLA-NG destacam sua
superioridade como uma estratégia eficaz para melhorar a solubilidade e, consequentemente, a
atividade antioxidante da FLA. Essas descobertas destacam o papel promissor da
nanoencapsulacdo como uma técnica capaz de maximizar o potencial antioxidante de
compostos bioativos, com ampla aplicabilidade em formulagdes farmacéuticas, alimentos
funcionais e suas embalagens.

Ao comparar a atividade antioxidante da fracdo rica em flavonoides (FLA) e das
nanoparticulas, comportamentos distintos foram observados dependendo do ensaio utilizado.
Enquanto a FLA exibiu maior capacidade antioxidante no ensaio ABTS, as nanoparticulas
demonstraram desempenho superior no ensaio DPPH. Essas diferencas podem ser atribuidas a
variacdes na composicdo do solvente e nas condi¢cGes de pH usadas para a preparacdo da
amostra, que sdo conhecidas por influenciar os mecanismos de sequestro de radicais. E
importante enfatizar que a atividade antioxidante ndo é determinada apenas pela estrutura

quimica dos compostos, mas também ¢é modulada por varios fatores externos, incluindo
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concentragdo, temperatura, natureza do radical ou oxidante e as caracteristicas fisico-quimicas
do meio de reacdo, como teor de agua, polaridade do solvente e presenca de ions metélicos ou
protons (Olszowy, 2019; Olszowy-Tomczyk, 2020; Skrovankova & Mlcek, 2025). Portanto, as
diferencas observadas nos valores de TEAC entre amostras e ensaios provavelmente refletem a

influéncia combinada do ambiente quimico e da formulacdo da amostra.

4 CONCLUSAO

O processo de enriguecimento de flavonoides do bagaco de Malpighia emarginata D.C.
usando a resina Purolite PuroSorb PAD-950 demonstrou alta eficiéncia de adsor¢éo e dessorcao
estatica e uma alta capacidade de adsor¢do. O processo de adsor¢do dindmica resultou em uma
fracdo enriquecida, com o contetdo de flavonoides aumentando em até 20 vezes e uma
atividade antioxidante aprimorada (7,8, 9,9 e 6,7 vezes nos ensaios DPPH, ABTS e FRAP) em
relagdo ao ERME bruto.

A nanoencapsulacdo de flavonoides maximiza sua capacidade antioxidante. As FLA-
NP, FLA-NG e FLA-LP exibiram propriedades fisicas adequadas para aplicacGes préticas.
Enquanto as nanoparticulas de policaprolactona alcancaram uma alta eficiéncia de
encapsulamento (EE), os lipossomas carregados com flavonoides (FLA-LPs) demonstraram o
menor tamanho de particula. As FLA-LP e FLA-NG demonstraram um aumento significativo
na atividade antioxidante em comparagdo com o FLA livre/nativo. Este desempenho sugere seu
potencial para varias aplicagdes industriais, incluindo o aumento da estabilidade oxidativa em
produtos alimenticios durante o armazenamento.

O uso de RMAs oferece uma abordagem sustentavel e eficiente para valorizar residuos
agroindustriais ricos em compostos bioativos, reduzindo o desperdicio e agregando valor aos
subprodutos da acerola. Ao combinar técnicas de enriquecimento com nanoencapsulagdo de

flavonoides, ndo apenas melhora sua estabilidade e eficacia antioxidante, mas também abre
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novas perspectivas para sua aplicacdo em todas as industrias, contribuindo para praticas mais

sustentaveis e inovadoras.
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Apéndice A — Comprimentos de onda de absorc¢édo UV dos picos representados no

cromatograma da FLA (Figura 8).

Pico Tempo de Comprimento de onda UV (nm)
Retencgdo (min) Banda Il Banda |
1 13.06 260 355
2 13.58 255 355
3 14.78 255 355
4 15.43 265 350
5 18.37 255 350
6 23.91 255 355
7 27.79 255 370
8 33.38 265 370

Apéndice B - Comprimentos de onda de absorc¢do UV dos padrdes dos flavonoides (Figura

8) identificados no FLA.

Padrdo do Leerpeaogs Comprimento de onda UV (nm)
Flavonoides ne Banda Il Banda |
(min)
Rutina 13.73 255 355
Quercetina 27.71 255 370
Canferol 33.05 265 370
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CAPITULO 2

Filmes antioxidantes a base de poli(alcool vinilico) (PVOH) contendo uma
fracdo rica em Flavonoides do Residuo de Malpighia emarginata D.C. livre e

nanoencapsulada
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RESUMO

As embalagens ativas incorporadas com antioxidantes naturais tém sido amplamente estudadas
para reduzir a perda de qualidade e garantir a seguranca dos alimentos. Os antioxidantes do
extrato de residuos de Malpighia emarginata DC (acerola) (ERME) podem ser incorporados
em nanoparticulas para aumentar sua dispersibilidade, estabilidade e eficacia em materiais de
embalagem. Este estudo avaliou o efeito da incorporacao de nanoparticulas de uma fracéo rica
em flavonoides (FLA), obtida por adsor¢do do ERME, nas propriedades estruturais,
morfolégicas, fisico-mecanicas, térmicas, Opticas e antioxidantes de filmes de poli(alcool
vinilico) (PVOH). Foram produzidos, por “casting”, filmes controle (FC) e incorporados com
1% (m/m) de FLA livre (FL) e nanoencapsulada FLA-NC (FN). A incorporacao de FLA, livre
e de suas nanoparticulas, reduziu a cristalinidade dos filmes FL e FN, resultando em menor
resisténcia a tracdo e maior permeabilidade ao vapor de agua. Além disso, os filmes
apresentaram maior opacidade, indice de amarelamento e protecdo contra radiacdo UV-visivel.
As propriedades térmicas sofreram pequenas alteracdes, sem comprometer a aplicabilidade. Os
filmes ativos apresentaram funcionalidade antioxidante ampliada, com destaque para FN, que
promoveu a liberacdo controlada dos compostos bioativos. Esse comportamento reforca seu

potencial para embalagens ativas na preservacao de alimentos suscetiveis a oxidacao.

Palavras-Chave: Filmes Ativos, Nanotecnologia, Polimeros, Compostos Bioativos, Residuos

Agroindustriais.
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ABSTRACT

Active packaging incorporated with natural antioxidants has been widely studied to reduce
quality loss and ensure food safety. Antioxidants from Malpighia emarginata DC (acerola)
waste extract (ERME) can be incorporated into nanoparticles to increase their dispersibility,
stability and efficacy in packaging materials. This study evaluated the effect of incorporating
nanoparticles of a flavonoid-rich fraction (FLA), obtained by adsorption of ERME, on the
structural, morphological, physical-mechanical, thermal, optical and antioxidant properties of
Poly(vinyl alcohol) (PVOH) films. Control films (FC) and films incorporated with 1% (w/w)
of free FLA (FL) and nanoencapsulated FLA-NC (FN) were produced by casting. The
incorporation of free FLA and FLA-NC reduced the crystallinity of the FL and FN films,
resulting in lower tensile strength and higher water vapor permeability. Furthermore, the films
presented higher opacity, yellowing index and protection against UV-visible radiation. Thermal
properties underwent subtle changes, without compromising applicability. The active films
presented enhanced antioxidant functionality, with emphasis on FN, which promoted the
controlled release of bioactive compounds. This behavior reinforces their potential for active

packaging in the preservation of foods susceptible to oxidation.

Keywords: Active Films, Nanotechnology, Polymers, Bioactive Compounds, Agro-Industrial

Waste.
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1 INTRODUCAO

A perda de qualidade e a seguranca dos alimentos sdo desafios cruciais para a industria
alimenticia. Entre os fatores que comprometem a estabilidade dos alimentos, as reacfes de
oxidacdo destacam-se como uma das principais causas de degradacédo, alterando atributos
desejaveis, como aparéncia, propriedades de retencdo de agua e textura (Al-Dalali, Li e Xu,
2022). O controle dessas reacfes pode ser realizado por meio da remocéao de pro-oxidantes,
adicéo de antioxidantes, otimizagéo das condi¢des de armazenamento, aplicagdo de abordagens
de design estrutural e uso de materiais de embalagem (Cheng et al., 2024).

A valorizacdo de subprodutos da indUstria agroalimentar, ricos em compostos fenolicos
com elevada atividade antioxidante, tém potencial para agregar valor aos produtos
desenvolvidos a partir dessas matérias-primas (Carneiro et al., 2020). Entre esses subprodutos,
os extratos de residuos de Malpighia emarginata DC (ERME) sdo fontes promissoras de
compostos fendlicos bioativos (Freitas et al., 2023). Os flavonoides do ERME se destacam por
sua capacidade antioxidante, que pode ser aprimorada por processos de adsorcdo e
nanoencapsulacdo. Os flavonoides séo amplamente reconhecidos por sua alta atividade e podem
inibir ou retardar efetivamente as reacGes de oxidacdo apos sua liberagcdo nas superficies dos
alimentos (Roedig-Penman ¢ Gordon, 1998).

A incorporacdo de agentes antioxidantes em materiais de embalagem € uma estratégia
eficaz para prolongar a vida util de alimentos pereciveis (De Lima Silva et al., 2021). Nesse
contexto, as embalagens ativas antioxidantes emergem como uma solucdo inovadora,
consistindo na incorporacdo de aditivos antioxidantes em filmes plasticos, papéis ou sachés,
que atuam inibindo as reagdes de oxidagéo ao interagir com radicais livres e perdxidos (Yildirim
et al., 2018). Ha um interesse crescente no uso de antioxidantes naturais em detrimento dos
sintéticos devido a preocupacbes com saude e sustentabilidade, entre produtores e

consumidores (Cheng et al., 2024). Como resultado, as embalagens ativas formuladas com
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antioxidantes naturais tém recebido ampla atencdo na busca por solucdes para reduzir perdas e
desperdicios alimentares (Freitas et al., 2023; Li et al., 2024; Liu et al., 2024; Qin et al., 2024).

No entanto, varios tipos de aditivos naturais possuem problemas de incorporagdo em
sistemas de embalagens devido a oxidacdo pela luz, baixa estabilidade térmica, alta
volatilidade, entre outros. Neste contexto, a nanoencapsulacdo, que consiste no aprisionamento
de moléculas de uma substancia dentro de capsulas de tamanho nanométrico, tem sido uma
técnica usada para superar os desafios de solubilidade e estabilidade de compostos bioativos,
bem como para aumentar a bioatividade e possibilitar a criacdo de dispositivos de liberacdo
controlada de compostos ativos em embalagens ativas (Mirzaei-Mohkam et al., 2020; Bazana,
Codevilla, Menezes, 2019; Liu et al., 2017).

Os antioxidantes do ERME podem ser incorporados em nanoparticulas para aumentar
sua dispersibilidade, estabilidade e eficacia em materiais de embalagem (Cheng et al. 2024). Os
nanomateriais também podem ser projetados para controlar a retencdo e liberacdo de
antioxidantes de materiais de embalagem, promovendo assim a inibig&o sustentada da oxidagéo
durante o0 armazenamento (Gomez-Estaca et al. 2014). Além disso, a incorporacdo de materiais
nanométricos na matriz polimérica pode melhorar propriedades térmicas, mecanicas e de
barreira a gases em filmes ativos (Mahmud et al., 2022).

As nanoparticulas sdo atualmente os nanomateriais mais comuns usados em embalagens
de alimentos antioxidantes ativos (Cheng et al. 2024). A introducdo de nanoparticulas de
policaprolactona carregadas com a-tocoferol em filmes de carboximetilcelulose demonstrou
melhorar sua atividade de eliminacéo de radicais livres (Mirzaei-Mohkam et al. 2019). Portanto,
as nanoparticulas sdo propicias para melhorar as propriedades antioxidantes de embalagens de
alimentos antioxidantes ativas (Zhang e Jiang 2020; Sun et al. 2021; Ma et al. 2022).
Adicionalmente, o uso de nanoparticulas baseadas em polimeros biodegradaveis, como a

policaprolactona, é uma alternativa segura e pode minimizar as preocupacdes sobre 0 impacto
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ambiental e a seguranca das nanoparticulas metalicas, que apesar de serem comumente usadas
em embalagens ativas antioxidantes de alimentos, ainda ndo possuem a seguranga do uso
esclarecida, além do seu alto custo (Cheng et al. 2024).

Estudos sobre a aplicacéo de ativos antioxidantes, antimicrobianos e nanoparticulas em
filmes a base de poli(alcool vinilico) (PVOH) tem avancado consideravelmente (Andrade,
Gonzéalez-Martinez e Chiralt, 2021; Majumdar et al., 2023; Sharma et al., 2024; Tanwar et al.,
2021; Yaqgoob et al., 2023), devido a devido a sua solubilidade em agua, estabilidade quimica,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, tornando-o uma alternativa viavel para aplicagdes
sustentaveis (Oun et al., 2022).

Apesar dos avan¢os no desenvolvimento de embalagens ativas, ndo ha registros na
literatura sobre a avaliacdo do efeito da incorporacdo de nanoparticulas contendo uma fragédo
rica em flavonoides (FLA), extraida de residuos de Malpighia emarginata DC (acerola)
(ERME), em filmes de PVOH. Dessa forma, este estudo tem como objetivo desenvolver e
caracterizar filmes antioxidantes de PVOH ativados por uma fracéo rica em flavonoides do
residuo de Malpighia emarginata D.C., comparando os efeitos da sua incorporacdo nas formas
livre e nanoencapsulada.

Dessa forma, esta pesquisa ndo apenas contribui para a inovacdo em embalagens ativas,
mas também promove a sustentabilidade ao valorizar subprodutos agroindustriais e reduzir o
impacto ambiental. O estudo proposto esta alinhado as tendéncias atuais de seguranca alimentar
e desenvolvimento de solugdes sustentaveis, oferecendo uma abordagem promissora para a

preservacdo da qualidade dos alimentos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais e reagentes

Os produtos quimicos, Resina de alcool polivinilico PVOH, parcialmente hidrolisada (>
94%), foi gentilmente cedida pela Kuraray Poval (Houston, Texas, USA). Os reagentes Cloreto
Férrico (FeCls), Nitrito de Sodio (NaNO-), Cloreto de Aluminio (AICl3), Hidréxido de Sddio
(NaOH), Antrona (C14H100), Glicose (CéHi206), Acido Cloridrico (HCI), Acido Sulfurico
(H2SO4) e Etanol absoluto foram adquiridos da Dinamica Quimica Contemporanea (Brasil).
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), Quercetina, 2,4,6-Tris(2-
Piridil)-S-Triazina  (TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil  (DPPH), 2,20-Azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) e Persulfato de Potassio (K2S20s) foram obtidos da

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

2.2 Obtencéo da fracao rica em flavonoides do ERME

O enriquecimento de flavonoides do ERME bruto foi realizado usando um experimento
dindmico de adsor¢do/dessor¢do. Uma solucdo aquosa do extrato do ERME (50 mg/mL) foi
percolada por uma coluna empacotada com a resina PuroSorb PAD950. Neste processo, uma
fracdo rica em flavonoides do ERME — (FLA) foi obtida, durante o tempo de 10-40 minutos na
fase de dessorcéo, em solvente hidroetanolico (Etanol 80%). Essa fracdo foi selecionada por
apresentar um teor de flavonoides superior ao do extrato, resultando em uma atividade
antioxidante aprimorada. Além disso, destacou-se pelo bom rendimento entre as fracGes de

dessorc¢do obtidas (Capitulo 1).

2.3 Nanoencapsulacgéo da fracéo rica em flavonoides do ERME (FLA)
Nanocéapsulas carregadas com FLA (FLA - NC) foram preparadas através do método de

nanoprecipitacdo descrito por Kumar et al. (2015). Neste procedimento, primeiramente foi
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preparada a fase organica, a policaprolactona (0,0375 g) foi dissolvida em acetona (10 mL) com
0 auxilio de um banho ultrassénico, por 10 minutos, em seguida foi adicionada da FLA (0,05
g) e homogeneizada com mais um ciclo no banho ultrassénico. Esta solucdo organica foi
gradualmente gotejada (com o auxilio de uma bureta) na fase aquosa (20 mL de agua destilada),
que continha o surfactante hidrofilico Pluronic 127 (0,2 g) dissolvido, sob agitacdo magnética
moderada. A acetona foi removida por evaporacdo a 40 °C, mantendo a agitacdo magnética

para garantir a uniformidade.

2.4 Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas carregadas da FLA (FLA-NC) foram caracterizadas em termos de
tamanho de particula (nm), indice de polidispersdo (PDI) e Zeta potencial (mV) foram avaliados
por espalhamento dindmico de luz. Ambas as analises foram realizadas com um Zetasizer (Nano
ZS, Malvern Instruments, Reino Unido). Para evitar efeitos de espelhamento mdltiplo, as
nanoparticulas foram diluidas em agua deionizada antes da medicdo. Todas as analises foram
conduzidas em triplicata.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) da FLA foi determinada pelo calculo da diferenca
entre seu conteudo total e livre, de acordo com Mirzaei-Mohkam et al. (2020) com
modificagdes. O contetdo total de flavonoides foi quantificado pela dissolucdo de 1 mL da
suspensdo de nanoparticulas em 10 mL de metanol, seguido por sonicacdo por 30 minutos e
centrifugacdo a 4800 rpm por 30 minutos. A concentracdo de FLA em 1 mL do sobrenadante
resultante foi analisada pelo conteudo de flavonoides totais (TFT) descrito por Rebaya et al.
(2014). Para o conteudo de flavonoides livres, a suspensdo de nanoparticulas foi colocada em
microtubos de filtro (10 kDa MCO, filtro Amicon, Merck) e submetida a

ultrafiltracdo/centrifugacdo a 4800 rmp por 30 minutos. A concentracdo de flavonoides ndo
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encapsulados no filtrado foi entdo determinada pelo método TFT, em triplicata. O EE foi
expresso como uma porcentagem de TFT e calculado usando a Equacéo 1.

EE = (TFTtotaI - TFTIivre)/TFTtotal x 100 (Equagéo 1)

2.5 Producdo dos filmes ativos antioxidantes

Os filmes de PVOH, controle (FC) e incorporados com 1% (m/m) de FLA livre (FL) e
com FLA nanoencapsulada (FN), foram produzidos pela técnica “casting”. As solucdes
filmogénicas foram preparadas por meio da solubilizacdo da matriz polimérica de PVOH (5g)
e do glicerol (5% em relacdo ao polimero), em 100 ml de &gua deionizada, sob agitacao
constante a 70 °C por 1 h. Apds a solubilizacdo, a solucdo foi resfriada até atingir temperatura
ambiente e, em seguida, foi adicionada de 1% (m/m) de FLA ou FLA-NC, para producéo de
FL e FN, respectivamente. Além disso, foi produzido um filme controle (FC), sem a adicao da
FLA. Os filmes foram formados por meio do espalhamento da solucao filmogénica em placas
de vidro com bordas (20 x 30 cm) e secos em estufa a 35 °C, por 15 h. Os filmes foram retirados
das placas, acondicionados em embalagens plasticas de polietileno e armazenados sob

refrigeracéo e protecéo da luz. A producéo dos filmes foi realizada em trés repetigdes.

2.6 Caracterizagao dos filmes de PVOH

2.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos filmes foi avaliada nos sentidos longitudinal e transversal usando um
microscopio eletrdnico de varredura (JSM-6610Iv Jeol, Tokyo, Japan) operando a uma tensao
de aceleracdo de 10,0 kV sob condicdo de alto vacuo. As amostras foram fixadas no suporte
por uma fita de aluminio e depois revestidas com uma fina camada de ouro. As analises foram
realizadas no Laboratorio Multiusuario de Microscopia Eletronica (LAMUME), Instituto de

Fisica, Universidade Federal da Bahia.
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2.6.2 Analise de difracdo de raios X (DRX)

Os padrdes de raios X para cada formulagdo dos filmes de PVOH (FC, FN e FL) foram
analisados por difratometria de raios X com radiacdo Cu k-a. (A= 1,54 A) a30kV e 15 mA (D2
PHASER, Bruker / LABMAT-UEFS). Amostras de filme (2cm?) foram colocados no suporte
da amostra e fixados por fita adesiva. Cada amostra foi digitalizada entre 20 = 3-60° a uma taxa
de digitalizacédo de 0,04°/s.

O indice de Cristalinidade (em porcentagem) foi calculado a partir da Equacéo 2,

Ac

IC (%) = (Ac+Aa)

x 100 (Equagdo 2)

Onde IC é o indice de cristalinidade, Ac é a area da regido cristalina, e Aa € a area da regido

amorfa.

2.6.3 Andlise estrutural por espectrometria no infravermelho com transformada de
Fourrier (FTIR)

Os grupos funcionais dos filmes foram analisadas através do modo de reflexéo total
atenuada (ATR) em Espectrébmetro no Infravermelho com Transformada de Fourrier
(IRPrestige-21, Shimadzu, Central Analitica PPEQ-UFBA). Tiras de filme de
aproximadamente 1 cm2 foram colocadas no suporte de amostra do Smart iTR ATR. Os
espectros FTIR foram registrados de 600 a 4000 cm™ com uma resolucéo de 8 cm™ com um

total de 32 digitalizacdes.

2.6.4 Propriedades 6pticas
A cor do filme foi determinada usando um colorimetro Konica Minolta CM-5 (Minolta
Camara Co., Ltd, Osaka, Japao) de acordo com método descrito por Mendes et al. (2021). O

brilho (L*) e os parametros de cromaticidade a* (vermelho para verde) e b* (amarelo para azul)
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foram determinados em pelo menos trés posic¢des aleatorias ao longo das superficies dos filmes.
Uma placa de cor padrdo branca (L* = 92,92, a*= 0,46, b* = 4,88) foi usada para calibracéo e
como plano de fundo para calcular a diferenga de cor total (AE) pela Eq. (3) e o indice de

amarelamento (Y1) foi calculado pela Eq. (4).

AE* = /(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (Equagdo 3)

_ 142.86. b*
L

Yl (Equacéo 4)
2.6.5 Transmisséo de luz

As propriedades da barreira de luz ultravioleta (UV) e visivel (Vis) foram medidas
usando um espectrofotdmetro (KASVI K37-UVVIS) de acordo com o descrito por Rangaraj et
al. (2021). Tiras de filme de 1 x 4 cm foram cortadas e colocadas diretamente em uma célula
de teste para filmes. A transmissdo de luz (%) dos filmes foi determinada em uma faixa de
comprimentos de onda selecionados (200-800 nm) e um teste de/ célula vazio foi usado como
referéncia. As analises foram realizadas em triplicata, para cada repeticdo e para todos os

tratamentos e a opacidade dos filmes foi calculada de acordo com a Equacéo 5:

Opacidade = - log Teoo/ X (Equacédo 5)

Onde,
T € a transmissao (%) a 600 nm;

X é a espessura do filme (mm).

2.6.6 Espessura, propriedades mecanicas e de barreira
A espessura dos filmes foi medida usando um micrémetro (Mitutoyo, Japdo) com
precisdo de 0,01 mm. O valor da espessura foi dado pela média de 10 medi¢des, feitas em

pontos selecionados aleatoriamente.
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As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas por meio do teste de tracdo
em texturdmetro TA.XT Plus, com célula de carga de 50 kg, velocidade e distancia de separacao
entre as garras de 500 mm/min e 50 mm, respectivamente. Para cada filme, foram analisados
dez corpos de prova com dimensdes de 20 mm x 100 mm (ASTM, 2009). Dados de forca e
alongamento foram registrados e utilizados na determinacao da resisténcia maxima a tracdo (RMT),
alongamento na ruptura (AR) e mddulo de Young (MY) dos filmes.

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada por meio
do método dessecante, segundo a metodologia ASTM E 96-00 (ASTM, 2000). Os filmes foram
aplicados em cépsulas contendo silica gel azul porosa como substancia dessecante e vedadas
(para que a migracdo de umidade ocorresse apenas através do filme). Todo o conjunto foi
colocado em uma camara dessecadora com temperatura em torno de 27,0 = 0,3 °C, numa
umidade relativa de 73,0 + 2,4%, obtida através de uma solucdo saturada de NaCl (cloreto de
sodio). O ganho de umidade foi determinado durante 8 dias através de duas pesagens por dia a
intervalos de tempo adequados. Os testes foram realizados em triplicata. O termo g/t foi obtido
através de regressdo linear e o coeficiente de permeabilidade foi calculado em

(g.mm/m2.dia.kPa), conforme Equacéo 6:

PVA = Ai:ZP (Equacdo 6)

Onde:

g é 0 ganho de massa;

e a espessura média do corpo de prova (mm);

A é a area de permeacao;

t o tempo (dia);

AP ¢ a diferenga entre a pressao relativa no interior da camara e a pressao relativa no interior

da capsula (kPa).
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2.6.7 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As transicOes térmicas dos filmes foram obtidas em um calorimetro diferencial de
varredura (DSC-60 Plus, Shimadzu / Central Analitica PPEQ-UFBA). Aproximadamente 6 mg
(£ 0,001 mg) de filme foi cortado em pedacos pequenos e selados em panelas de aluminio. Cada
amostra foi aquecida a uma taxa de 10 °C.min* de 30 a 400 °C. Uma panela de aluminio vazia
foi usada como referéncia. A temperatura de transicéo vitrea (Tg) e a temperatura de fusao (Tm)

foram obtidas a partir dos termogramas.

2.6.8 Analise Termogravimétrica (TG)

O perfil de degradacdo térmica dos filmes (FC, FL e FN), do polimero de PVOH, dos
flavonoides livres (FLA) e da FLA nanoencapsulada (FLA - NC) foram realizadas em
analisador termogravimétrico (TGA, Pyris 1, Massachusetts, EUA). Amostras de 8-10 mg
foram acondicionadas em capsula de platina e analisadas sob atmosfera de gas nitrogénio, com

fluxo de 20 mL.min, a uma taxa de aquecimento de 10°C.min%, entre 25 e 800°C.

2.6.9 Capacidade antioxidante dos filmes

A capacidade antioxidante dos filmes em equivalentes ao Trolox (CAET) foi avaliada
de acordo com os métodos DPPH, ABTS e FRAP (poder de reducéo de ions férricos) descritos
por XU et al. (2020), Yin et al. (2019) e Rumpf et al. (2023), respectivamente. Amostras de
filme (4 cm?) foram colocadas em tubo de ensaio contendo 10 mL de agua, apds 24h, as
solugdes foram homogeneizadas e entdo avaliadas. As CAET foram calculadas e expressas em

micromolar em equivalentes ao Trolox por grama de filme (uM/qg).
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2.6.10 Liberacao dos flavonoides em diferentes simulantes alimentares

A cinética de liberacdo dos flavonoides dos filmes foi realizada durante 10 dias para
dois tipos de simuladores alimentares. Assim, os simuladores alimentares A (etanol 10% (v/v))
e B (etanol 95% (v/v)) foram selecionados para simular alimentos aquosos e gordurosos,
respectivamente, conforme a European Commission (2011). Amostras de filmes controle e
ativos foram cortados (50 cm?) e imersos em 20 mL do simulador correspondente e mantidos
sob agitacdo (80 rpm) a 40 °C. Uma aliquota dos meios foi analisada quanto ao Teor de
Flavonoides Totais (TFT), nos tempos 24, 72, 144 e 240 h, conforme descrito por Rebaya et al.
(2014). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores de TFT foram

referidos por miligramas de quercetina por grama de filme (mg de QE/g filme).

2.7 Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados em 3 repeticGes, em delineamento inteiramente
casualizado. Os resultados foram analisados por meio de Teste t de Student ou Analise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey no nivel de confianca de 95% usando

Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas fisicas das nanocapsulas FLA-NC

As nanoparticulas de policaprolactona carregadas com flavonoides do ERME (FLA-
NC) alcangaram uma alta eficiéncia de encapsulamento (EE) de 81,43 £ 0,98 % e um tamanho
de particula de 157,0 £ 10,1 nm. FLA-NCs exibiram também baixo PDI (0,0848 + 0,0166),
indicando uma distribui¢do de tamanho mais estreita e maior uniformidade (Kumar et al., 2015).
Uma distribuicdo de tamanho muito estreita é critica para a estabilidade coloidal, pois minimiza

0 risco de agregacdo e sedimentacdo de particulas, aumentando assim a estabilidade geral da
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dispersdo (Zhuang et al., 2024). O indice de polidispersdo (PDI) do sistema estava dentro da
faixa considerada homogénea (0-0,3), pois valores acima de 0,3 indicam alta heterogeneidade
na distribuicdo coloidal.

Além disso, as nanoparticulas exibiram alta carga de superficie (potencial zeta = -34,45
*+ 1,72 mV), contribuindo para a estabilidade coloidal. Essa carga negativa desempenha um
papel crucial na prevencéo da agregacado de particulas ao induzir forcas de repulsao eletrostatica

(Rosales & Fabi, 2023).

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura dos filmes

A analise de MEV é fundamental para examinar a microestrutura e as caracteristicas
morfolégicas dos filmes (Sharma et al., 2024). A Figura 1 apresenta as imagens da superficie e
da secdo transversal dos filmes (FC, TL, FN). O filme controle (FC) revelou uma matriz
homogénea e uma estrutura uniforme, densa, coesa e firme. Semelhante ao relatado por Sharma
et al. (2024), a superficie do FC mostrou-se continua e livre de microporos ou rachaduras.

Por outro lado, o FL exibiu rugosidades na sua estrutura (Figura 1), possivelmente
resultantes de irregularidades ou ranhuras nas placas de vidro usadas para secagem dos filmes.
Além disso, observou-se a presenca de pontos branco na superficie desses filmes, sugerindo a
precipitacdo/aglomeracdo de parte da FLA livre tornando-a parcialmente imiscivel na matriz
polimérica. Andrade et al. (2022) explica que a aglomeracdo ou precipitacdo localizada de
moléculas de &cidos fendlicos durante a secagem do filme de PVOH pode ser atribuida a

supersaturacdo desses compostos na solucao polimérica, associada a progressiva perda de agua.
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Figura 1 - Micrografias eletrénicas de varredura de superficie e transversal dos filmes

de PVOH, controle (FC), incorporado com FLA livre (FL) e incorporado com FLA

nanoencapsulada (FN).
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F_FLA_NP LAMUME IF/UFBA

A superficie do FN mostrou-se mais homogénea quando comparada ao FL, indicando

que a nanoencapsulacdo da FLA melhora sua miscibilidade no polimero. A presenca de
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microbolhas na fotomicrografia da secdo transversal do FN pode estar relacionada a
estabilizacéo de bolhas de ar formadas durante o processo de producgéo dos filmes. Esse efeito
pode ser atribuido a acdo do surfactante Pluronic 127, utilizado no preparo das nanocapsulas de
FLA, que reduz a tensdo superficial e favorece a manutencdo das bolhas dentro da matriz
polimérica. Alteragdes similares foram observados na microestrutura de filmes de PVOH
quando adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e extrato de casca de toranja (GFPE),
o filme contendo as AgNPs e o GFPE apresentou-se mais aspero e poroso com particulas de
tamanhos irregulares que foram agregadas em diferentes areas do filme (Yaqoob et al., 2023).
De acordo com Mirzaei-Mohkam et al. (2020) as ligacOes e agregacOes geradas entre o material
nanoestruturado e a matriz dos filmes afetaram a estrutura dos filmes, ocasionando alta
porosidade em toda a matriz do filme de CMC contendo as nanocépsulas de policaprolactona
carregadas com vitamina E (Mirzaei-Mohkam et al., 2020).

A incorporagdo de nanocristais de celulose (CNC) e extrato da fruta Ficus auriculata
em filmes de PVOH também levou a uma mudanca significativa na superficie do filme, que foi
alterada de lisa para aspera, juntamente com alguma aglomeracdo aparente. A extensao da
aglomeracdo também aumentou a medida que a proporcdo de CNC aumenta de 1% para 7%,
que é 0 que causou a rugosidade da superficie (Sharma et al., 2024). Esse comportamento é
comum em filmes compostos por multiplos componentes, em funcdo das interagdes entre

materiais sollveis e insolUveis durante o processo de secagem (Mendes et al., 2021).

3.3 Analise de difracdo de raios X (DRX)
Os difratogramas obtidos a partir da analise de difracdo de raios X dos filmes estdo
apresentados na Figura 2. Todos os filmes apresentaram trés picos em 26 = 19,8°, 30° ¢ 40,7°.
A presenca do pico em 20 = 19,8° (Figura 2) é caracteristico de PVOH e corresponde

a estrutura cristalina. (Atta et al., 2023).
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Figura 2 - Difracéo de raios X dos filmes de PVOH controle (FC), incorporado com FLA

livre (FL) e incorporado com FLA nanoencapsulada (FN).
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Os difratogramas de raios X ndo mostraram alteracGes significativas nos padrdes de
difracdo entre os filmes ativos e o filme controle. No entanto, foi observada uma leve reducéo
no indice de cristalinidade com a incorporacdo da FLA, livre e nanoencapsulada. Os valores de
cristalinidade dos filmes FC, FL e FN foram de 33,3%, 32,9% e 31,6%, respectivamente,-
sugerindo que a presenca da FLA, particularmente na forma nanoestruturada, interfere na
organizacao das cadeias poliméricas, resultando em uma estrutura ligeiramente mais amorfa. A
reducdo da cristalinidade dos filmes ativos pode estar relacionada a diferentes fatores
estruturais. No caso do FL, a aglomeracdo da FLA livre pode ter dificultado o alinhamento
ordenado das cadeias poliméricas, enquanto, para o FN, a presenca de microbolhas pode ter
atuado como pontos de descontinuidade na matriz polimérica, conforme observado nas imagens

de MEV.
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A andlise por DRX de filmes de PVOH normalmente revela uma estrutura
semicristalina, caracterizada por picos de difracdo distintos. Essa organizagdo estrutural
desempenha um papel crucial na resisténcia mecanica e nas propriedades de barreira dos filmes
(Atta et al., 2023).

Filmes produzidos por técnicas de fundicdo geralmente apresentam uma menor
cristalinidade quando comparados aqueles termoprocessados, o que pode ser atribuido a rapida
evaporacédo dos solventes durante o processo de secagem. Esse fenémeno resulta em um arranjo
molecular menos ordenado, contribuindo para a presenca de picos amorfos nos difratogramas

de XRD (Mendes et al., 2021).

3.4 FTIR dos filmes ativos

Os espectros de FTIR dos filmes, da FLA e FLA_NC sdo mostrados na Figura 3. Os
espectros dos filmes apresentam as bandas tipicas do PVOH. Para os filmes ativos (FL e FN)
(Figura 3A), pequenas mudancas nos espectros foram observadas, quando comparado a filmes
de PVOH controle.

Uma banda larga em 3270 cm™ esta associado a ligacao de hidrogénio intermolecular e
a vibracéo de estiramento do grupo hidroxila (O-H). Picos consecutivos entre 3000 cm™ e 2850
cm™! sdo atribuidos as vibracOes de estiramento assimétrico e simétrico das ligagdes C-H em
grupos metila (-CHs) e metileno (-CHz-). Os picos em 1410 cm™!, 1310 cm™, 1080 cm™ e 825
cm™! estdo relacionados a flexdo do grupo CH2, movimento do esqueleto de carbono (C-H) e
vibracOes de estiramento das ligagdes C-O e C-C, respectivamente. A presenca de grupos
acetato residuais na cadeia polimérica é evidenciada pelos picosem 1737 cm™, 1365 cm™, 1250
cm! e 1706 cm™!, que estdo associados as bandas de vibracdo de estiramento dos grupos

carbonila e acetila (De Lima Silva et al., 2021; Andrade, Gonzalez-Martinez e Chiralt, 2021).
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Os espectros FTIR dos filmes apresentam perfis semelhantes, com pequenas varia¢fes na
intensidade de alguns picos, indicando a incorporacdo bem-sucedida dos ativos na matriz de
PVOH.

Figura 3. Espectros FTIR para os filmes de PVOH controle (FC), incorporado com FLA

livre (FL) e incorporado com FLA-NC (FN).
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3.5 Propriedades dpticas e protecao UV

Os parametros de cor fornecem informacges relevantes sobre as caracteristicas visuais
dos filmes, sendo cruciais para sua aplicacdo em embalagens de alimentos (De Lima Silva et
al., 2021). A diferenga de cor (AE) dos filmes ativos (FL e FN) foi significativamente maior em
comparagéo ao FC (p < 0,05), o que pode estar associado aos compostos da FLA (Tabela 1).

O indice de amarelamento (Y1) dos filmes FC, FL e FN apresentou diferencas
significativas entre si (p < 0,05), com maior valor observado para FL, seguido por FN,
indicando que a incorporacgdo da FLA, tanto na forma livre quanto nanoencapsulada, influencia

na tonalidade amarela dos filmes. Estes compostos sdo considerados pigmentos responsaveis
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pela tonalidade das flores e folhas no outono, nas cores amarelo, laranja e vermelho. Alguns
flavonoides sdo incolores, e também variam seu espectro de coloracdo do verde ao azul, as
variacfes cromaticas sdo determinadas pela estrutura quimica desses compsotos (Almeida et
al., 2016). De maneira semelhante, o indice de amarelamento (Y1) aumentou em filmes de
quitosana contendo nanoparticulas de quercetina, efeito atribuido principalmente a coloracao
amarela da quercetina (Roy e Rhim, 2021).

O maior Y1 observado nos filmes FL e FN comparados ao controle pode ser associado
a pigmentacéo dos flavonoides presentes na FLA. Por outro lado, o menor Y1 do FN em relagéo
ao FL pode ser atribuido a protecdo dos compostos da FLA pela nanoencapsulacao, o que altera
a forma como esses compostos interagem com a luz. Essa caracteristica pode ser vantajosa para
aplicacdes em embalagens de alimentos, onde tons amarelados podem ser percebidos como
esteticamente atrativos ou como indicativos de caracteristicas naturais do produto (De Lima
Silva et al., 2021).

Tabela 1 — Parametros de cor dos filmes de PVOH ativos em comparacdo ao filme

controle.
Tratamento™ Delta E Yl Transparéncia
FC 0,47 +0,09° 7,48 +0,03¢ 0,62 £ 0,08¢
FL 7,41 +£0,70? 32,92 +2,61° 1,20 + 0,21°
FN 6,20 + 0,592 27,62 + 2,04 4,61 + 0,272

*Filme controle (FC); Filme incorporado com FLA livre (FL) e com FLA-NC (FN). Os valores sdo apresentados
como média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A transparéncia dos filmes também variou significativamente entre os tratamentos (p <
0,05), com o filme incorporado com a FLA nanoencapsulada (FN) apresentando menor
transparéncia, seguido pelo filme com flavonoides livres (FL). O filme controle (FC) exibiu a
maior transparéncia entre os tratamentos (Tabela 1). A maior opacidade do FN pode ser
explicada pela disperséo da luz causada pelas nanoparticulas (Xu et al., 2025) ou pela presenca
de bolhas de ar observadas nas fotomicrografias da secdo transversal desse filme, as quais

dificultam a passagem de luz através do filme. Embora FL contenha pontos de FLA néao
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solubilizada, conforme observado na fotomicrografia da superficie deste filme, a analise da
secdo transversal revela uma estrutura mais homogénea, sem a presenca de elementos que
possam dispersar a luz, o que explica a menor alteracdo na transparéncia do FL. Parametros
como transparéncia sdo particularmente relevantes para aplicacbes em embalagens de
alimentos, pois influenciam tanto a visibilidade do produto quanto a percepg¢ao do consumidor
sobre sua qualidade (Mendes et al., 2021).

Além da transparéncia, a transmissao de luz (%) é um fator essencial para avaliar a
eficacia dos filmes como barreiras em embalagens alimentares, especialmente para a protecao
de produtos sensiveis a luz. A exposicdo a radiacdo UV-Vis pode desencadear reacdes de
oxidacdo em alimentos embalados, levando a perda de nutrientes, alteracdo da cor e
modificacdo do sabor (Mirzaei-Mohkam et al., 2020). Os resultados da transmisséo de luz (%)
dos filmes (FC, FL e FN) em comprimentos de onda UV (200 - 400 nm) e Visivel (400 — 800
nm) estdo apresentados na Tabela 2. Observou-se que os filmes contendo FLA (FL e FN)
apresentaram menores valores de transmitancia nas regides UV e Visivel, em comparacao ao
FC, com redugdes mais pronunciadas na regido UV (Tabela 2). Esse resultado pode ser
atribuido a incorporacdo dos flavonoides em filmes de PVOH, que cria uma barreira aos raios
UV-VIS, indicando que os filmes ativos podem contribuir para a protecdo de alimentos contra
foto-oxidacdo de lipideos. A presenca de ligacGes duplas ou anéis aromaticos na estrutura
molecular dos flavonoides Ihes confere propriedades de absorcéo de UV na faixa de 200-400
nm, como exemplo, temos a presenca da quercetina na FLA (Capitulo 1) maximizando a
absorcdo na faixa de 280-320 nm (UV-B) (L1, et al. 2023). O FN destacou-se como o tratamento
com maior barreira na regido Visivel, provavelmente devido a maior opacidade desse filme

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Transmisséo de luz UV (%) dos filmes de PVOH, controle (FC) e incorporados

com FLA livre (FL) e com a FLA nanoencapsulada (FN).

800 700 600 500 400 350 280
FC 92,91+0,93 92,72+1,14  9239+119  9177+131 9136173 89,84 + 1,86 86,50 1,84
FL 92,16 +0,85 91,22+1,10  86,89+192  80,10+348  4862+737  2956+10,04  1164+6,61
FN 77,27+3,15 7440£335  6979+360  63,06+394  4299+474 29,83 £ 5,97 16,08 + 4,87

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo.

Em estudos anteriores foram relatados que a adicdo de extratos vegetais ricos em
compostos polifendlicos naturais, flavonoides nativos e suas formas nanoencapsuladas, quando
incorporados em filmes ativos, promoveram o bloqueio dos raios UV (Li et al., 2024;
Kaewprachu et al., 2017; Rangaraj et al., 2021; Roy e Rhim, 2021). Vale ressaltar que a forte
absorcéo de luz dos filmes adicionados de FLA, bloqueando a transmisséo de luz UV-B (abaixo
de 320 nm), € devido principalmente a absorcéo de luz ultravioleta pelos compostos fenolicos

aromaticos derivados de quercetina (Narasagoudr et al., 2020).

3.6 Espessura, Propriedades mecéanicas e PVA

A espessura média dos filmes ndo variou significativamente entre os tratamentos (FC,
FL e FN) (p > 0,05), apresentando um valor médio de 0,08 + 0,02 mm. O alto coeficiente de
variacdo (0,02 > 20% da espessura média) observado sugere que os filmes ndo possuem
espessura homogénea. O resultado pode ser atribuido dificuldade no nivelamento da estufa
utilizada para secagem dos filmes, afetando assim a uniformidade da espessura. A espessura
dos filmes é um parametro critico, pois afeta diretamente suas propriedades de barreira e
desempenho mecénico, aspectos essenciais para aplicacdes em embalagens e preservacao de
alimentos (Mendes et al., 2021).

Os filmes de PVOH apresentaram uma porcentagem de alongamento (AR) média de
279,05 £ 22,35%, demonstrando um comportamento uniforme na ruptura, sem diferencas

significativas (p > 0,05) entre os filmes. No entanto, a resisténcia méxima a tragdo (RMT) dos
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filmes diminuiu (p < 0,05) com a incorporacdo da FLA, tanto na forma livre quanto na
nanoencapsulada. Além disso, 0 médulo de Young do filme incorporado com FLA-NC foi
menor (p < 0,05) em comparacao ao FC. (Tabela 3).

Tabela 3 — Resisténcia a tracdo (RMT), mddulo de Young (MY) e permeabilidade ao

vapor de agua (PVA) dos filmes de PVOH controle e ativos.

Tratamento dos filmes* RMT MY PVA.
(MPa) (MPa) (9.mm/m2.dia.kPa)
FC 34,31 + 5,342 37,87 £ 8,192 1,21 +0,1°
FL 28,34 +1,69° 28,39 + 1,062 1,45 +0,032
FN 28,21 +1.52° 26,06 + 3,34° 1,59 £ 0,062

*Filme controle (FC); Filme incorporados com FLA livre (FL) e com FLA nanoencapsulada (FN). Os valores séo
apresentados como média * desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O filme controle de PVOH apresentou uma resisténcia a tracdo média de 34,31 + 5,34
MPa (Tabela 3), com um valor préximo ao relatado por Liu et al. (2024) para filmes de PVOH
puro, que foi de 32,77 MPa. Um redugdo de RMT e MY também foi observada com a
incorporacdo de nanocapsulas de a-tocoferol em filmes de carboximetilcelulose (Mirzaei-
Mohkam et al., 2020) e nanolipossomas de nisina em filmes de hidroxipropilmetilcelulose
(Imran et al., 2012). Esse comportamento € atribuido & modificagéo da uniformidade estrutural
da matriz polimeérica devido a incorporacdo de novos compostos, 0 que pode gerar
descontinuidades na rede polimérica e reduzir as interac@es intermoleculares entre as cadeias,
comprometendo a coesédo estrutural do material (Imran et al., 2012; Mirzaei-Mohkam et al.,
2020), tornando-o0 menos resistente e mais flexivel.

A interrupc¢éo da uniformidade estrutural do polimero pela incorporacéo de FLA, tanto
na forma livre quanto nanoencapsulada, pode ser evidenciada pela reducdo da cristalinidade
dos filmes FL e FN, conforme observado na anélise de DRX. No caso dos filmes FN, a maior
flexibilidade pode ser explicada também pelo efeito dos surfactantes utilizados na preparagédo

das nanocépsulas (Shah, Mir e Bashir, 2018). Essa caracteristica é particularmente vantajosa
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em aplicacdes como filmes ativos para alimentos, que demandam materiais com maior
maleabilidade e capacidade de adaptacéo a diferentes formas.

Apesar da influéncia da incorporacdo de FLA, tanto na forma livre quanto
nanoencapsulada, na uniformidade estrutural da matriz polimérica de PVOH, essa modificacdo
ndo foi suficiente para comprometer significativamente a capacidade do material de se deformar
antes da ruptura.

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes aumentou (p < 0,05) com a
incorporacgdo da FLA, livre e nanoencapsulada, em comparacao ao filme controle. Apesar disso,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos FL e FN
(Tabela 3). Os resultados estdo em concordancia com os obtidos nos testes de tracdo e DRX,
reforcando a hipétese de que a incorporacao de FLA e FLA-NC gera descontinuidades na rede
polimérica e reduz as interagdes intermoleculares entre as cadeias. Esse efeito compromete a
coesdo estrutural do material, resultando no aumento de espacos vazios e, consequentemente,
na elevacdo da permeabilidade ao vapor de agua. A reducdo das propriedades de barreira ao
vapor de agua de filmes nanocompositos de quitosana foi justificada pela formacdo de uma
estrutura porosa resultante da incorporacdo de nanoparticulas de quercetina (QCNP), levando a
formacdo de uma fase descontinua entre a nanoparticula e a matriz do polimero, resultando em
vazios no filme, aumentando ligeiramente a PVA do filme, especialmente quando um maior
teor de QCNP (> 2% em peso) foi adicionado (Roy e Rhim, 2021). De forma similar, um
aumento da PVA também foi relatado em filmes a base de gelatina com a adi¢do de quercetina
(Ezati & Rhim, 2021). Esses achados reforcam a influéncia da interacdo entre compostos
bioativos e a matriz polimérica nas propriedades de barreira.

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) observados nesse estudo sao

comparaveis aos de plasticos convencionais a base de fosseis, como o polietileno de baixa
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densidade (LDPE, 1,49 g.mm/m2.dia.kPa) (Sangroniz Agudo et al., 2019), indicando que 0s

filmes ativos de PVOH atendem aos requisitos para utilizagdo como materiais de embalagem.

3.7 Propriedades térmicas (TG e DSC)

As técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Analise
Termogravimétrica (TG) séo frequentemente utilizadas para avaliar as transicdes de fase e a
estabilidade térmica de diferentes materiais (Matos e Machado, 2004). A temperatura de
transicdo vitrea (Tg) dos filme controle de PVOH foi de 35,48°C, enquanto os filmes FN e o
FL apresentaram um aumento na Tg para 41,96°C e 37,49°C, respectivamente, que pode estar
associado a interacdes intermoleculares entre as moléculas de FLA, livre e nanoencapsulada, e
as cadeias de PVOH, restringindo a mobilidade das cadeias poliméricas e exigindo uma
temperatura mais alta para que ocorra a transicao vitrea. Em relacdo aos valores da temperatura
de fusdo (Tm), observou-se uma reducdo desta nos filmes FL (Tm = 185,17 °C) e FN (Tm =
188,43 °C) em comparacdo ao FC (Tm = 190,72 °C) (Figura 4). A reducgéo da Tm causada pela
incorporacdo de FLA e FLA-NC nos filmes de PVOH esté diretamente associada a diminui¢do
da cristalinidade, conforme observado nos ensaios de DRX. Esse comportamento esta em
concordancia com os resultados de Mirzaei-Mohkam et al. (2020), que relataram que a adi¢ao
de nanocapsulas de a-tocoferol reduziu a Tm, sugerindo que as nanocapsulas diminuem o
acumulo de cadeias de CMC, resultando em estruturas finais com menor grau de cristalinidade.
Segundo Sharma et al., (2024), a reducdo nos valores de Tm pode estar correlacionada com o

principio da depresséo no ponto de fusdo com a adi¢do de impurezas.



88

Figura 4. Espectros DSC para os filmes de PVOH controle e ativos.
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Fig. 4 - PVA_0 - Filme controle; PVA_L - Filme contendo FLA livre; PVA_N - Filme contendo FLA-NC.

A perda de &gua nos filmes ocorreu em uma faixa de temperatura entre 75 e 125 °C,
enquando a temperatura do pico da pirdlise variou entre 323 — 326 °C, mostrando a
decomposicdo completa do material.

A termoestabilidade dos filmes foi investigada por meio da analise termogravimétrica
(TG). Conforme demonstrado na Figura 5, as curvas de TG e dTG dos filmes apresentaram
multiplos estagios de degradacao térmica, com a temperatura variando de 40 a 500 °C. O estéagio
inicial de perda de massa (40-130 °C) deve-se a evaporacdo de agua da matriz do filme.
Posteriormente, um segundo estagio de perda de massa ocorreu na faixa de temperatura de 150
a 250 °C, atribuido a degradacdo das cadeias de glicerol e PVOH (Liu et al., 2024). O terceiro
estagio, entre 250 e 400 °C, corresponde a maior perde de massa, associada a degradacao
adicional das cadeias de PVOH. No estagio final, a carbonizacao da matriz do polimero ocorreu
durante 350-500 °C, levando a uma estabilizacdo da perda de massa dos filmes. N&o foram

observados eventos isolados de degradacéo térmica relacionados a FLA e FLA-NC nos filmes,
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pois sua degradacdo ocorre na mesma faixa de temperatura do polimero. Como consequéncia,
os picos de degradacdo se sobrepdem, dificultando a distin¢do dos eventos térmicos individuais.
A sobreposicdo das curvas termogravimétricas dos filmes FC, FL e FN sugere que a
incorporagdo de FLA, tanto na forma livre quanto nanoencapsulada, n&o influenciou
significativamente a estabilidade térmica dos filmes de PVOH. No geral, as analises de DSC e
TG indicam que as modificacBes nas propriedades térmicas dos filmes resultantes da
incorporagéo de FLA e FLA-NC sdo sutis e ndo comprometem sua aplicabilidade.

Figura 5. Curvas de TG e DTG para os filmes de PVOH e para seus ativos.
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Figura 5 - Curvas de TG e dTG: (A) Filme controle (FC), (B) Filme com FLA livre (FL), (C) Filme com FLA-
NC (FN), (D) FLA livre (E) FLA-NC.

3.8 Capacidade Antioxidante

A Tabela 4 apresenta os valores das capacidades antioxidantes equivalente ao Trolox
(CAET), pelos métodos de sequestro de radicais livres ABTS, DPPH e através da reducdo de
ions metalicos (FRAP) para os filmes. A partir dos ensaios, os filmes FL e FN ndo apresentaram

diferenca significativa entre si (p > 0,05) para 0 método ABTS, porém mostraram-se diferentes
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(p < 0,05) para os testes DPPH e FRAP. O filme incorporado com a FLA livre apresentou
maiores valores de CAET para os métodos DPPH e FRAP.
Tabela 4 — Capacidades antioxidantes dos filmes de PVOH incorporados com a FLA livre

e nanoencapsulada comparados ao filme controle.

Capacidades antioxidantes em equivalentes ao Trolox
(UM /g de filme)

Tratamento ABTS DPPH FRAP
FC 2,92 + 0,65° ND ND
FL 31,77 £ 1,722 10,85 + 0,462 18,22 + 1,118
FN 35,93 + 4,402 8,57 +0,35° 9,15+0,83°

Os valores séo apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os resultados por coluna indicam
uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). N.D.= Nao detectado.

As diferencas nos valores de CAET entre os filmes FL e FN, obtidas pelos trés métodos,
podem ser atribuidas a seletividade especifica de cada ensaio, que influencia a interacdo dos
antioxidantes com os radicais livres e ions metalicos, dependendo da forma da FLA (livre ou
nanoencapsulada). Além disso, as interacdes entre antioxidantes e outros componentes em
materiais de embalagem de alimentos, como a matriz polimérica, nanocarreadores e
plastificantes, também podem influenciar sua eficacia alterando sua parti¢do ou difusdo dentro
de filmes ou revestimentos (Ganiari, Choulitoudi e Oreopoulou 2017). Apesar das diferencgas
nos resultados, os filmes FL e FN apresentaram valores promissores de CAET, que indicam
que os filmes desenvolvidos apresentam potencial para aplicagdo como embalagens ativas
antioxidantes.

Em um estudo anterior a eliminagdo de radicais DPPH aumentou em até 50,75% em
filmes de PVOH, atribuida ao contetdo fendlico do extrato GFPE adicionado (Yaqoob et al.,
2023). O poder de reducdo (FRAP) também foi significativamente melhorado pela incorporacao
de AgNPs e GFPE, e foi correlacionado com a quantidade de constituintes antioxidantes

presentes no sistema (Yagoob et al., 2023).
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A presenca de flavonoides nos filmes ativos de PVOH é de grande importancia devido
as suas propriedades antioxidantes. Esses compostos atuam como sequestro efetivo de radicais
livres e também sdo responsaveis por quelar ions metélicos, protegendo os sistemas da
peroxidacdo lipidica e radicais livres (Amic et al., 2014). O teor de flavonoides e as CAET para
os ensaios DPPH, ABTS e FRAP relatados anteriormente (Capitulo 1) para a FLA proveniente
do ERME, ressalta a importancia do seu potencial antioxidante. E, apesar da baixa concentracdo

de incorporacéo (1%), a atividade foi preservada nos filmes ativos (Tabela 4).

3.9 Liberacé@o em meios simulantes alimentares

A liberagdo dos compostos ativos dos filmes foi avaliada por meio do perfil de liberagao
do teor de flavonoides totais (TFT), quantificando a migracao dos flavonoides para os diferentes
meios simulantes de alimentos, (A) e (B), ao longo de 10 dias (Figuras 6 e 7, respectivamente).

O comportamento de liberacdo de compostos bioativos € influenciado tanto pela
composicdo do filme quanto pelas condi¢cbes ambientais (Rangaraj et al. 2021). No meio
simulante aquoso (A), o perfil de liberagdo dos TFTs apresentou uma fase inicial de liberacao
rapida, nas primeiras 24 h, seguida por uma fase mais lenta (Figura 6). Nas primeiras 24 horas,
o FL apresentou a maior liberacdo de flavonoides, igualando-se a do FN entre 72 e 144 horas.
Apos esse periodo, a liberagédo de flavonoides foi maior no FN. O TFT estabilizou-se ap0s 72
horas para o FL, enquanto a liberacdo de flavonoides no FN manteve uma tendéncia de
crescimento, resultando em um maior TFT ao final de 240 horas.

Esses resultados podem ser explicados pelo tamanho e a estabilidade das FLA-NC, que
apresentaram excelentes caracteristicas, com um tamanho estreito de particula e excelente
estabilidade coloidal. O tamanho e a estabilidade das nanoparticulas desempenham um papel
critico na determinacéo da taxa de liberacdo de compostos ativos. Particulas menores fornecem

uma area de superficie maior, o que pode aumentar a difusdo de ativos no meio circundante,
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levando a uma liberacdo mais controlada e sustentada (Acevedo-Fani et al., 2017). Além disso,
a presenca de outros componentes no meio, como surfactantes ou polimeros adicionais, pode
modificar o comportamento de liberagdo aumentando ou inibindo a difusdo dos ativos
encapsulados, levando a taxas de liberacdo variadas (Acevedo-Fani et al., 2017). As interagoes
entre antioxidantes e outros componentes em materiais de embalagem de alimentos, como a
matriz de polimero, nanocarreadores e plastificantes, também podem influenciar sua eficécia
alterando sua parti¢do ou difusdo dentro de filmes (Ganiari, Choulitoudi e Oreopoulou 2017).

O comportamento de liberacéo controlado e gradual dos flavonoides observado no FN
é considerado ideal para filmes ativos, pois permite uma liberacdo prolongada dos compostos
bioativos, garantindo maior estabilidade e eficacia ao longo do tempo, o que é essencial para
aplicacdes em embalagens ativas e sistemas de liberacdo controlada (Rangaraj et al. 2021).
Figura 6. Curva de liberacédo dos flavonoides dos filmes de PVOH no meio simulante
aquoso (A).
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Figura 7. Curva de liberacdo dos flavonoides dos filmes de PVOH no meio simulante

gorduroso (B).
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No meio simulante de alimentos gordurosos (B), os filmes FL e FN apresentam perfis

semelhantes de liberacdo de flavonoides. No entanto, apds 2 horas, o TFT liberado é maior no

FL em comparacgédo ao FN (Figura 7). Flavonoides como a quercetina sdo soltveis em alcool, o

que resulta em uma liberacdo mais rapida em solugdes alcoolicas do que em meio aquoso

(Narasagoudr et al., 2020; Roy & Rhim, 2021). Assim, a natureza mais lipofilica desses

compostos favoreceu sua migracao para o solvente B (95% de etanol), acelerando o processo

de liberacdo ao longo do tempo, em relacdo as nanocapsulas FLA-NC.

A solucgé@o com baixo teor alcoolico (etanol 10%) e maior proporc¢éo de agua dissolveu

o0 polimero sintético de PVOH, bem como os flavonoides livres e nanoencapsulados dos filmes,

resultando em uma liberacdo mais rapida e total dos flavonoides no simulante A. No caso do

FN, a liberacdo atingiu até 1,60 (mg de QE/g filme), representando o dobro do teor liberado no
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simulante B (Figura 6). Em contraste, no simulante B (etanol 95%), os filmes permaneceram
estruturalmente integros apos 240 h, devido a sua insolubilidade nesse meio. Como resultado,
a liberacédo de flavonoides pelo FL foi de até 1,06 (mg de QE/g filme), cerca de 24% a mais do
que no FN no solvente B e equivalente a 80% do total liberado no simulante A (Figura 7),
indicando que no solvente B a libera¢do seria prolongada além do tempo monitorado, em ambos
filmes ativos.

De acordo com Roy & Rhim (2020), a liberacdo dos compostos ativos dos filmes
depende de diversos fatores, incluindo o tipo de solvente, a solubilidade do ativo, a integridade
e a expansao da matriz polimérica, além da diferenca na taxa de difusdo dos compostos dentro
da estrutura do filme. O filme FN, desenvolvido neste estudo apresentou um perfil de liberacdo
gradual dos flavonoides ao longo do tempo, sugerindo uma liberacdo sustentada que pode
potencializar as propriedades antioxidantes dos produtos alimenticios, particularmente para

produtos a base de lipidios que sdo propensos a oxidacao.

4. CONCLUSAO

As propriedades dos filmes de PVOH foram modificadas pela incorporacdo de uma
fracdo rica em flavonoides, obtida a partir do extrato do residuo de Malpighia emarginata DC,
tanto na forma livre quanto nanoencapsulada. A analise morfoldgica dos filmes demonstrou
que a incorporacao da fracdo rica em flavonoides, tanto na forma livre quanto nanoencapsulada,
promoveu modificagdes na estrutura da matriz polimérica, resultando em uma reducdo da
cristalinidade dos filmes FL e FN. Essa alteracao estrutural levou a diminuicdo da resisténcia
méaxima a tracdo e do modulo de Young, além do aumento da permeabilidade ao vapor de agua,
evidenciando o impacto da adicdo dos flavonoides nas propriedades fisico-mecénicas e de
barreira dos filmes. A incorporacdo da FLA e FLA-NC em filmes de PVOH resultou na reducao

da transferéncia de radiacbes UV e visiveis, além do aumento da opacidade e indice de
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amarelamento. As propriedades térmicas dos filmes ativos (FL e FN) apresentaram
modificacdes sutis em relacdo ao filme controle, porém sem comprometer sua aplicabilidade.
Embora os filmes ativos a base de PVOH tenham apresentado uma funcionalidade
antioxidante ampliada para o FL, o FN também demonstrou capacidade antioxidante
significativa. Os filmes FN se destacaram como sistemas mais eficientes para liberagdo
controlada dos flavonoides do ERME, promovendo uma liberagdo gradual dos compostos
bioativos. Esse comportamento refor¢a o alto potencial dos filmes FN para aplicacfes em
embalagens ativas, especialmente na preservacdo de alimentos ricos em lipidios, que sdo

altamente suscetiveis a oxidacao.
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CONCLUSAO GERAL

O ERME representa uma fonte promissora de antioxidantes naturais, da classe dos
flavonoides. As estratégias de adsorcdo e nanoencapsulamento utilizadas aprimoraram sua
funcdo antioxidante, aumentando a protecéo, a solubilidade e a estabilidade dos compostos
bioativos. Além disso, abre novas perspectivas para a aplicacdo industrial, contribuindo para
praticas mais sustentaveis e inovadoras.

Os filmes ativos a base de PVOH desenvolvidos atenderam aos requisitos necessarios
para aplicacdo como material de embalagem. Os filmes FN se destacaram como sistemas mais
eficientes para liberacdo controlada dos flavonoides do ERME, promovendo uma liberacdo
gradual dos compostos bioativos. Os resultados encontrados nesta pesquisa reforcam o alto
potencial dos filmes FN para aplicacfes em embalagens ativas, especialmente na preservacao

de alimentos ricos em lipidios, que sdo altamente suscetiveis a oxidacao.



