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RESUMO

A casca da batata contém substancias com alto valor agregado, principalmente compostos
fenolicos (CF) com capacidade antioxidante e antimicrobiana, mas durante o processamento da
batata, a casca é descartada em aterros, causando danos ambientais. Neste contexto, este estudo
propds extrair os compostos fendlicos da casca da batata usando-se um delineamento composto
central rotacional (DCCR) para obter as condi¢fes 6timas da extracdo assistida por ultrassom
(EAU) e avaliar o potencial antioxidante, atividade antimicrobiana e incorporar em
nanoparticulas de quitosana para aplicacdo em alimentos. No presente trabalho foram utilizados
seis solventes (éter etilico, alcool etilico 95%, dgua, metanol-acetona-agua, hidroalcodlico 60%
e 10%) para extracdo desses compostos e 0s resultados mostraram que o solvente hidroalcodlico
10% apresentou melhores resultados quanto a CF e atividade antioxidante. Em seguida, foi
realizado um delineamento experimental DCCR para determinar as condigdes ideais para
obtencdo dos CF, e foi observado que quanto maior o tempo de extracdo e da razdo solido-
solvente e a temperatura em torno de 40 °C a 50 °C seria possivel obter um maior teor de CF,
sendo comprovado com uso do grafico de superficie de resposta, da desejabilidade e da
validagdo do modelo previsto pelo delineamento. Com as condigdes estabelecidas do
planejamento experimental, foi obtido um extrato hidroalco6lico concentrado da farinha da
casca da batata (solvente hidroalcodlico 10%) usando os métodos sequenciais de maceracéo,
percolacéo e ultrassom e pelos resultados obtidos, a metodologia foi capaz de extrair de forma
eficiente os CF com uma atividade antioxidante detectada pelos métodos DPPH, ABTS e
FRAP. O extrato ndo apresentou toxicidade e atividade antimicrobiana nas concentragdes
testadas e pela cromatografia acoplada com espectrometria de massa foram detectados os
compostos fenolicos trigonelina, acido galico, protocatéquico, p-cumarico e vanilico, e 0s
acucares maltose e glicose. A producao das nanoparticulas de quitosana foi eficiente, entretanto
apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo de 14,08%, um teor de compostos fendlicos de
263,59 mg EAG/100g e uma atividade antioxidante de 198,13 e 0,39 uM de Trolox/g de
amostra para 0 método ABTS e FRAP respectivamente, sendo que esses dados podem ser

melhorados testando novos pardmetros de encapsulacao.

Palavras-chaves: DCCR; extrato concentrado; gelificacdo; hidroalcoolico; nanoencapsulacao;
tubérculo.



ABSTRACT

Potato peel contains substances with high added value, mainly phenolic compounds (PC) with
antioxidant and antimicrobial capacity, but during potato processing, the peel is discarded in
landfills, causing environmental damage. In this context, this study proposes to extract the
phenolic compounds from potato peel using a rotational central compound design (RCCD) to
obtain the optimal conditions of ultrasound-assisted extraction (UAE) and evaluate the
antioxidant potential, antimicrobial activity and incorporate into chitosan nanoparticles for food
application. In the present work, six solvents (ether, ethanol, water, methanol-acetone-water,
60% ethanol in water and 10% ethanol in water) were used for extraction of these compounds
and the results showed that the 10% ethanol in water solvent presented the best results for PC
and antioxidant activity. Then, a RCCD experimental design was performed to determine the
ideal conditions for obtaining the PC and it was observed that the longer the extraction time and
the solid-solvent ratio and the temperature around 40 to 50°C it would be possible to obtain a
higher content of phenolic compounds, being proven with the use of the surface plot, the
desirability and validation of the model predicted by the design. With the established
experimental planning conditions, a concentrated hydroalcoholic extract of the potato peel flour
(10% ethanol in water solvent) was obtained using the sequential methods of maceration,
percolation and ultrasound and by the results obtained, the methodology was able to efficiently
extract the PC with an antioxidant activity detected by the methods of DPPH, ABTS and FRAP.
The extract did not show toxicity and antimicrobial activity in the concentrations tested and by
chromatography coupled with mass spectrometry it was detected the phenolic compounds
trigonelline, gallic acid, protocatechuic, p-coumaric and vanillic acid, and the sugars maltose
and glucose. The production of chitosan nanoparticles was efficient; however, it showed an
encapsulation efficiency of 14.08%, a phenolic compound content of 263.59 mg GAE/100g and
an antioxidant activity of 198.13 and 0.39 uM Trolox/g sample for ABTS and FRAP method,

respectively, and these data can be improved by testing new encapsulation parameters.

Keywords: RCCD; concentrated extract; gelation; hydroalcoholic; nanoencapsulation; tuber.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As frutas e vegetais sdo conhecidas por serem fontes ricas em fitoquimicos que auxiliam
no controle de doencas cardiovasculares, cancer, obesidade e dentre outras (DELIA-
GABRIELA et al., 2012). Quando as industrias de alimentos e agroindustrias processam esses
alimentos, geram residuos e subprodutos, como casca, bagaco e sementes (FRONTUTO et al.,
2019).

Geralmente, as batatas (Solanum tuberosum L.), uma horticola pertencente a familia
Solanaceae, sdo consumidas frescas e utilizadas para producéo de produtos processados como
batata frita, batata chips, batata palha e puré para atender as demandas das industrias de fast
food e conveniéncia (APEL et al., 2020; RICIPUTI et al., 2018). Seu processamento resulta em
uma grande quantidade de subprodutos, que contém substancias de alto valor nutricional e
funcional e que ndo sdo aproveitados pelas industrias, sendo descartados em aterros causando
danos ambientais (SINGH; SALDANA, 2011).

Vérios estudos observaram que a casca e 0s tecidos proximos da batata sdo fontes de
compostos fenolicos com capacidade antioxidante e antimicrobiana (APEL et al., 2020;
KUMARI et al., 2017; DE SOTTILO et al., 1998). Dentre os compostos fenolicos, o &cido
cafeico e o acido clorogénico desempenham os principais papéis na atividade antioxidante e
participam do mecanismo de defesa da planta para proteger contra doengas, oxidacéo excessiva
e radicais livres que causam danos a célula vegetal (WU et al., 2012).

No corpo humano esses compostos apresentam atividades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, hipoglicémicos e hipolipidémicas e como sdo descartados apds processamento
tornam-se uma 6tima matéria-prima para producdo de extratos polifendlicos para serem
incorporados na industria de alimentos (HERNANDEZ-CARRANZA et al., 2016).

Existem algumas técnicas utilizadas para a extragao de varios tipos de metabdlitos vegetais,
como as técnicas convencionais de extracao por solvente e as técnicas ndo convencionais como
a extracgdo assistida por ultrassom (EAU), extracdo com fluido supercritico e extracao assistida
por micro-ondas (EAM) (KOUBAA et al., 2015). A extragdo assistida por ultrassom € uma
alternativa eficiente para recuperar polifendis de materiais vegetais quando comparado com

outras técnicas nao convencionais, devido as suas vantagens como simplicidade, flexibilidade,
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versatilidade, facilidade de uso e exigéncia de um investimento de capital relativamente baixo
(FILHO et al., 2020; ZHU et al., 2017).

O aumento da eficiéncia da extracdo usando o ultrassom ¢é atribuido principalmente ao
efeito cavitacional que causa ruptura das paredes celulares pelas ondas ultrassonicas e,
consequentemente, ocorre a transferéncia de massa do conteudo celular para o solvente
(WANG et al., 2008). Entretanto, os compostos fenolicos sdo instaveis e apresentam uma curta
vida Gtil quando introduzidos em alimentos, sendo facilmente degradados pela luz, calor,
pressdo, oxigénio e por isso seu uso tem sido limitado (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017).

Uma alternativa para prolongar o efeito funcional desses compostos bioativos seria a
utilizacdo de tecnologias emergentes como a nanotecnologia que aumenta a estabilidade e
protege das interagdes com os componentes alimentares. Desta forma, a producdo de
nanoparticulas serd capaz de melhorar efetivamente as atividades biol6gicas dos compostos
fenolicos, incluindo a atividade antimicrobiana e atividade hipoglicemiante (LEE et al., 2019).

A quitosana é um polissacarideo linear obtido a partir da quitina e utilizado como matriz
para producdo de nanoparticulas. Por apresentar algumas propriedades importantes como
atividade antimicrobiana, biodegradaveis por bactérias presente no intestino, biocompativel e
possuir propriedades mucoadesivas, tem sido bastante utilizada como polimero de revestimento
(HOSSEINI et al., 2016).

Dentre os métodos descritos para produzir as nanoparticulas de quitosana, a técnica de
gelificacdo ibnica ou ionotrdpica tem atraido consideravel atencdo devido o processo ser
atoxico, simples e livre de solvente prejudiciais. Essa técnica € baseada na interacdo
eletrostatica entre o grupo amina da quitosana (carregada positivamente) e um grupo de
polianion carregado negativamente, como o tripolifosfato de sodio (TPP), para ocorrer uma
reticulacdo idnica e formacdo de particulas esféricas que precipitam (DIVYA; JISHA, 2018;
FAN et al., 2012).

Pelas razGes acima mencionadas, este estudo visou estudar o subproduto da batata (casca)
que é fonte de compostos bioativos e pode ser usado na obtencdo de produtos com valor
agregado. A otimizacdo da extracdo desses compostos com capacidade antioxidante e
antimicrobianas usando a extragdo assistida por ultrassom & um passo importante para obter
uma maior concentragao desses compostos com um menor custo. Além disso, as informacoes
apresentadas neste estudo podem ser uma boa ferramenta para a aplicagdo da tecnologia de
nanoencapsulacdo na industria alimenticia, a partir da producdo das nanoparticulas com

extratos ricos em polifenais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Batata (Solanum tuberosum L.)

A batata é um vegetal nativo da América do Sul, da Cordilheira dos Andes (Peru ao norte
da Argentina), mas existem evidéncias que a batata é nativa também de outra area da América
do Sul, que sdo as terras baixas do Centro sul do Chile. Esse vegetal foi consumido pela
populacdo nativa ha mais de 8.000 anos e era adaptada para os dias curtos dessa regido. Foi
introduzida na Europa em 1570, sendo que nessa época foi selecionada para o processo de
tuberizacdo para os dias longos, ou seja, transformacao de um drgdo em tubérculo. Em 1620 foi
levada para a América do Norte, onde se tornou um alimento popular, e depois se espalhou para
0s outros paises. No Século XIX para o XX a cultura da batata foi consolidada e reconhecida
como um recurso alimentar universal e de grande importancia socioecondmica (EMBRAPA,
2015; HAAN; RODRIGUEZ, 2016).

A batata (Solanum tuberosum L.), também conhecida popularmente como batata-inglesa,
batatinha, pataca, escorva, papa, ou semilha, € uma planta herbacea, dicotileddnea, da familia
Solanacea que produz um tubérculo (o0 que é chamado de batata) rico em amido (PORTO,
2017), sendo que a Solanum é subdividida em duas subespécies, andigena que € cultivada
somente nos Andes e adaptada as condi¢des de dia curto e tuberosum que € cultivada no mundo
inteiro e acredita-se ser uma espécie descendente da andigena que se adaptou aos dias mais
longos (EMBRAPA, 2015). A classificacdo botanica da batata € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo botanica da batata (Solanum tuberosum L.)

Classificacéo

Divisdo Angiospermae

Classe Dicotyledonae
Ordem Gentianalis

Familia Solanaceae

Género Solanum Lineais
Subgénero Solanum

Espécie Solanum tuberosum L.

Fonte: EMPRAPA, 2015.

A altura da planta pode variar de 60 a 100 centimetros e se caracteriza pela formacao de
caules aéreos, flores (reunidas em inflorescéncia no topo da planta), frutos e de caules

subterraneos modificados, chamados de estolfes, semelhantes a raizes, no qual em suas
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extremidades ocorre 0 acimulo e 0 aumento de substancias de reserva, formando os tubérculos
comestiveis (0 que chamamos de batata), ou seja, os tubérculos sdo uma porcdo do caule
aumentada para reserva de alimentos (Figura 1A). O fruto € formado por uma baga redonda,
alargada, ovalada ou conico e podem ter entre 40 a 240 sementes por fruto e as batatas podem
ser produzidas a partir dessas sementes ou do préprio tubérculo (tubérculo mée ou batata-
semente), onde sdo formados os brotos para emergir sobre a superficie do solo (THOMAS;
BREDEMEIER; VIAN, 2016).

Na superficie do tubérculo € possivel verificar a presenca de gemas dormentes
(meristemas), que sdo estruturas que dardo origem a novos brotos quando se desenvolverem, e
as lenticelas que séo estruturas ligadas a respiracdo da planta e de comunicagdo entre a parte
interna e externa do tubérculo (Figura 1B) (DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
FORESTRY, FISHERIES, 2013).

(A) (B)
Flor ’j Inflorescéncia
N w " N
’t \# Lenticela
-

\\“9 ‘3 Fruto% -

Tubérculo

Figura 1. (A) Estrutura da planta (MESQUITA, 2015) e (B) tubérculo com broto, lenticelas e
gemas dormentes (THOMAS; BREDEMEIER; VIAN, 2016).

Mesmo que a planta floresca e produza semente, a principal forma de propagacéo utilizada
é por meio da batata-semente (tubérculo) para garantir que as caracteristicas obtidas por
cruzamentos geneticos sejam mantidas por geragfes. Ao utilizar os tubérculos, o
desenvolvimento da planta é dividido em cinco fases (Figura 2). A fase | é a brotagéo, partindo
da batata-semente, onde ocorre a formagao dos brotos, que emergem do solo, e das raizes. A

fase 11 € o crescimento vegetativo, onde ocorre a formacgéo da parte aérea e formacao das raizes
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e estoldes a partir das gemas dormentes. A fase 111 consiste ao inicio da tuberizagéo que ocorre
a formacdo dos tubérculos nas extremidades dos estolGes e a fase IV é denominada de
crescimento dos tubérculos, onde ocorre a formacéo das folhagens da planta e 0 aumento rapido
dos tubérculos pela grande quantidade de amido produzido. E para finalizar a fase V, fase da
maturacgdo, onde as folhas comecam a amarelar até a secagem total da parte aérea e a pelicula
dos tubérculos se tornam firmes (EMBRAPA, 2015)

Figura 2. Fases de desenvolvimento da batata Solanum tuberosum L. (MESQUITA, 2015).

A batata (Solanum tuberosum L.) é o terceiro alimento mais importante do planeta e é
considerada a quarta cultura com maior colheita depois do milho, trigo e arroz (FRONTUTO
et al., 2019; EMBRAPA, 2015). Em 2020, foram produzidas em todo o0 mundo cerca de US$
4,36 bilhdes de batata, sendo que os principais exportadores foram a Holanda (US$ 798
milhdes), Franga (US$ 684 milhdes), Alemanha (US$ 391 milhdes), Canada (US$ 293 milhdes)
e Egito (US$ 257 milhdes) e os importadores foram Bélgica (US$ 379 milhGes), Espanha (US$
289 milhdes), Estados Unidos (US$ 281 milhdes), Holanda (US$ 280 milhdes) e Alemanha
(US$ 259 milhGes). Neste cenario, o Brasil representou aproximadamente 0,07% (US$ 3,05
milhdes) das exportacles e 0,21% (US$ 9,14 milhGes) das importagdes quando comparado com
esses paises e 21,5% de participacdo nas exportacdes quando comparado com 0s paises da
América do Sul (OEC,2020). Segundo a FAO (2022), as batatas sdo cultivadas em mais de 20
milhGes de hectares em 150 paises e se tornara uma das culturas com maior vantagem quando
o rendimento de outras culturas ndo for mais o mesmo.

O tubérculo é composto aproximadamente de 83% de agua, de 2 a 3% de proteinas, 0,1%
de lipideos, 1 a 2% de cinzas (minerais), de 12 a 16% de carboidratos (principalmente amido)



23

e de 1 a 2% de fibras. Também sdo ricos em micronutrientes, como algumas vitaminas e sao
transformados em Vvérios produtos, como puré de batata, batatas fritas, produtos congelados,
desidratados e dentre outros (SCHIEBER; SALDANA, 2009; EMBRAPA, 2015). Durante esse
processamento, grandes quantidades de residuos séo geradas, sendo subdivididos em batatas
inteiras que sdo descartadas por estarem imprdprias para 0 consumo e a casca que é descartada,
gerando grande problema ambiental, devido a sua répida decomposicdo (SCHIEBER,;
SALDANA, 2009).

As industrias produzem cerca de 70 a 140 mil toneladas de casca de batata a nivel mundial
e parte desses residuos sdo descartados em aterros provocando consequéncias ambientais
(CHANG, 2019; JAVED et al., 2019). Desta forma o uso desses residuos & de suma
importancia, pois € um recurso barato, acessivel e promissor para as industrias e também para
as agéncias governamentais que geram politicas para a diminuicdo dos impactos ambientais
durante o processamento (SAMPAIO et al., 2020).

2.2. Casca da batata (Solanum tuberosum L.)

A casca ou pele (Figura 3) consiste em um conjunto de tecidos que esta localizada na parte
externa da periderme do tubérculo que evita ataques de pragas e de patdgenos, como também
evita perdas de dgua. Essa periderme é formada durante o desenvolvimento do tubérculo e tem
como objetivo substituir a epiderme danificada neste estagio, chamada de periderme nativa,
como também pode ser formada em outras fases em que ocorre a lesdo do tubérculo, chamado
de periderme ferida. Em seguida, camadas de pele (casca) sdo continuamente adicionadas por
divisdes celulares nas fases de maturacéo do tubérculo (BAREL; GINZBERG, 2008).

A periderme é formada por células do felema (pele), felogénio e feloderme. O felogénio é
um meristema, ou seja, tecido vegetal com células indiferenciadas que apresentam capacidade
de divisdo, que produz as células da feloderme (tecido formado em direcéo ao interior do érgéo)
e do felema (pele formada em direcao a superficie do 6rgéo), sendo este ultimo composto por
varias camadas alternantes e compactas de células suberizadas devido ao depoésito de suberina,
gue é uma molécula responsavel pela resisténcia estrutural e protetora da casca (BAREL;
GINZBERG, 2008; SAMPAIO et al., 2020). Como essas células sdo compactadas pela
suberina, € necessaria a presenca de estruturas que permitam as trocas gasosas com os tecidos

internos da batata e essas estruturas sao as lenticelas citadas anteriormente.
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Figura 3. Casca da batata (Fonte propria).

Vulavala e seu colaboradores (2016) afirmaram que alguns fatores agronémicos podem
afetar a qualidade e o desenvolvimento da casca, como a complementacéo da fertilizacdo com
silicio (SI) que pode retardar a fase de maturacéo da pele, devido ao aumento da suberizag&o,
gue consequentemente aumenta a resisténcia da pele e a capacidade de armazenamento dos
tubérculos. Lombardo, Pandino e Mauromicale (2017) também afirmaram que o sistema de
cultivo pode afetar a cor da casca, como por exemplo, em seu estudo foi avaliado o efeito do
sistema de cultivo na cor de sete tubérculos de batata e ao usar a agricultura organica, a cor foi
mais atraente tanto na casca quanto na polpa.

A casca da batata possui um grande valor nutricional e seu estudo é importante devido ao
descarte e 0 ndo aproveitamento desse residuo. E composta principalmente por carboidratos,
sendo que o amido equivale de 30-52% do teor de carboidratos totais e de outros
macronutrientes que podem variar devido as diferentes variedades de batatas e aos fatores
ambientais e agrondémicos (SAMPAIO et al., 2020) (Tabela 2).

Esse residuo também € uma fonte de fibra alimentar, que exerce beneficio ao organismo, e
varia de 7,37 a 22,39% (ELKAHOUI et al., 2018; HELAL et al., 2020), como também de
aminoacidos essenciais que foi relatado por Choi et al. (2016) um teor variando de 429 a 666
mg/100 g e de aminodcidos livres variando de 1383 a 2077 mg/100 g.
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Tabela 2. Composicgédo proximal de diferentes variedades de casca de batata.

Variedade de Composicéo proximal (% base seca)
casca de batata _ _ _ _ _
Umidade Cinzas Proteinas Lipideos Carboidratos Autor

Lady Rosetta 6,98 7,24 11,17 2,09 72,53 Kumari et al.
(2017)

Lady Claire 4,08 4,83 12,44 1,27 77,38 Kumari et al.
(2017)

Batata vermelha 4,46 6,69 15,99 0,81 72,00 Elkahoui et al.
(2018)

Batata Spunta 7,30 0,91 2,099 0,73 88,00 Jeddou et al.
(2016)

S. tuberosum L 6,99 7,37 10,21 2,60 65,47 Helal et al.
(2020)

A casca da batata também é uma fonte rica em compostos fendlicos que apresentam
propriedades antioxidantes e antimicrobianas e quase 50% desses compostos sdo encontrados
na casca e nos tecidos préximos da batata, sendo que diminui ao se aproximar do centro do
tubérculo. Como a casca é descartada durante o processamento, torna-se uma 6tima mateéria-
prima para a producéo de extratos polifendlicos a serem incorporados na industria de alimentos
(ALBISHI et al., 2013; SAMPAIOQ et al., 2020).

2.2.1. Caracteristicas gerais dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos, conhecidos também como polifendis, sao metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas que se acumulam em todas as partes do vegetal, como as raizes, caules,
folhas, flores e frutos. Esses compostos apresentam em sua estrutura um ou mais grupos fenais,
que é um grupo hidroxila e/ou seus derivados funcionais (ésteres, éteres metilicos, glicosideos
e outros) em um anel aromético (VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018).

Esses compostos apresentam a funcdo de protecdo dos vegetais contra herbivoros,
patdgenos, luz elevada, radiagdo ultravioleta, baixas temperaturas e deficiéncia de nutrientes
que provocam o aumento de radicais livres e outras espécies oxidativas nas plantas, como
também séo produzidos para atrair polinizadores ou para disperséo de sementes e para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (LATTANZIO, 2013).

Sua classificagdo é de acordo com o tipo do esqueleto principal, onde Cs € um anel

benzénico (anel aromatico) com 6 carbonos em sua estrutura e representa os fendis simples e
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Cx ligado ao anel aromatico que representa a cadeia substituinte com X atomos de carbono
(VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018). A classificagdo de alguns compostos fenolicos

e seu esqueleto principal pode ser visualizada na Figura 4.
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Figura 4. Classificacdo dos compostos fendlicos e seu esqueleto principal (em vermelho)
(VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018).

A maioria dos compostos fendlicos ndo sdo encontrados no seu estado livre na natureza,
mas sim ligados a ésteres, éteres, proteinas, ligninas, actcar (glicosideos) e terpenos, sendo que
os flavonoides se encontram geralmente como derivados glicosilados nos vegetais, ou seja,
ligados a uma porg¢éo de aglcar, como a glicose e ramnose (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT,
2018). Os compostos fendlicos podem ser sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas

principais, a do &cido chiquimico e maldnico (Figura 5) e por apresentar anel aromatico sao
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faceis de serem oxidados pelas enzimas e metais presentes nos vegetais, como também pela luz,
calor e meio alcalino (VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018).

3-Fosfoglicerato
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Figura 5. Principais rotas metabdlicas na sintese de compostos fendlicos (VERRUCK;
PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018).
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Os compostos fendlicos sdo compostos naturais que vem sendo bastante estudados devido
as suas atividades bioldgicas, como antialérgicas, antivirais, anti-inflamatorias, vasodilatadores,
antimicrobianas e antioxidantes (KUMARI et al., 2017; RICIPUTI et al., 2018; BRAHMI et
al., 2022). Os compostos com atividade antioxidante sdo capazes de prevenir ou estabilizar a
formacao dos radicais livres que prejudicam a saude e causam deterioracdo dos alimentos, como
a peroxidacdo lipidica que ocorre pela formacdo de radicais livres de iniciacdo lipidica
(superdxido, hidroxil e hidroperoxil) (SHAHIDI, 2000).

Esses radicais livres sdo moléculas instaveis que causam oxidacdo de macromoléculas
(lipideos, aminoéacidos das proteinas e dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados) e
estruturas celulares e como 0s compostos antioxidantes apresentam grupos hidroxila fenélicos,
sdo capazes de doar um atomo de hidrogénio ou um elétron para o radical livre para que este se
estabilize e ndo tenha energia suficiente para reagir com outros compostos. Os compostos
fenolicos também sdo capazes de impedir a formacéo de radicais livres pela complexacao aos
jons metalicos (ferro e cobre) (ARAUJO, 2001).
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2.2.2. Compostos fendlicos na casca da batata

A casca da batata ¢ uma boa fonte de compostos fenolicos e como ja mencionado, esses
compostos vém sendo relacionados aos efeitos positivos na saide humana devido as principais
atividades antioxidantes e antimicrobianas e ao serem extraidos podem ser usados para prevenir
a oxidacao de alimentos selecionados (SAMPAIO et al., 2020).

Os compostos fenolicos na casca da batata estdo presentes nas suas formas sollveis, que
se enquadram os ésteres livres e glicosideos soluveis e encontrados também na forma insoltvel
(ligados aos polissacarideos da parede celular) (ALBISHI et al., 2013). Além disso, séo
derivados principalmente do &cido hidroxicinamico na forma livre, que inclui &cido
clorogénico, acido cafeico e acido ferdlico e também derivados do &cido hidroxibenzédico na
forma ligada, como os &cido galico, protocatecuico (protocatéquico) e seus derivados (AL-
WESHAHY; RAO, 2009), sendo que alguns compostos estdo presentes na casca e S&o
raramente detectados na polpa, como o &cido cafeico, alcool coniferilico, aldeido coniferilico,
vanilina, acido vanilico, acido ferulico e p.-acido cumarico (SAMPAIQ et al., 2020).

O acido clorogénico e o &cido cafeico sdo os principais compostos encontrados na casca da
batata e como o0s residuos muitas vezes estdo em temperatura ambiente e expostos a luz, o &cido
clorogénico € parcialmente degradado em acido cafeico, diminuindo a sua concentragéo. Outros
compostos que também podem ser encontrados na casca da batata séo a rutina, a quercetina e a
catequina (WIINGAARD et al., 2012).

De acordo com Valifias e colaboradores (2017) na casca da batata sdo encontrados maiores
teores de acidos fendlicos do que de flavonoides, exceto para batatas pigmentadas, onde se
encontram maiores teores de antocianina, que é um subgrupo dos flavonoides que apresenta
coloracdo mais avermelhada.

Albishi e colaboradores (2013) avaliaram os teores de fendlicos livres, esterificados e
ligados a casca e a polpa de quatro variedades de batata e afirmaram que os teores desses
compostos variam muito de uma variedade para outra. Em seus resultados observaram também
que os fendlicos ligados e esterificados tiveram maior contribui¢do para a atividade antioxidante
da casca do que os fendlicos livres e o teor de fendlicos e atividade antioxidante foram maiores
na casca de todas as variedades do que em suas respectivas polpas.

Outro composto que também é encontrado na casca da batata sdo os glicoalcaloides, como
a a-solanina, a-chaconina e os glicosideos da solanidina que sdo o0s principais compostos e
representam cerca de 95% do total de glicoalcaldides da batata. Sdo produzidos para proteger a

planta dos ataques de insetos, fungos e bactérias, entretanto podem apresentar toxicidade para
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os seres humanos dependendo da quantidade ingerida, causando disturbios gastrointestinais e
neuroldgicos. A concentracdo dos glicoalcaldides se mantém baixa quando a conservagdo da
batata é realizada em um ambiente escuro e fresco, pois em um local iluminado a casca da batata
se torna esverdeada devido ao aumento da clorofila e isso indica que ha niveis mais altos de
solanina e chaconina (BACKLEH et al., 2004).

De acordo com Elkahoui e colaboradores (2018) os glicoalcaldides sdo seguros para
ingestdo quando consumidos niveis de 1-2 mg/kg de peso corporal, sendo que as batatas
comercializadas contém menos de 10 mg/100 g desses compostos. Entretanto, estudos recentes
vém mostrando que esses compostos apresentam também atividades bioativas, como efeitos
antibacterianos, anticancerigenos, anti-inflamatorios e antiobesidade (ELKAHOUI et al., 2018;
FRIEDMAN et al., 2018; APEL et al., 2020).

Apel e colaboradores (2020) afirmaram que os glicoalcaldides da batata tém grande
potencial para serem utilizados, agregando valor as indUstrias de processamento de batata pelas
suas atividades bioativas. Esses autores utilizaram um planejamento experimental para
recuperar os glicoalcaldides da casca da batata usando-se a extragdo assistida por ultrassom em
agua &cida (solvente) e os resultados mostraram que a extracdo foi eficiente no tempo de 20
minutos, temperatura de 85 °C e amplitude do ultrassom de 100%, sendo que a-solanina foi
encontrada em maior quantidade (441,4 mg/kg) no extrato da casca do que a-chaconina (324,9

mg/kg).

2.3. Métodos de extracao dos compostos fenolicos

Uma forma eficiente para reaproveitar os residuos do processamento de alimentos é a
aplicacdo de metodologias para extracdo e obtencdo de extratos ricos em compostos fendlicos
que vem sendo bastante explorada e bem estabelecida na literatura. Dependendo das condicdes
e do método de extracdo, bem como do tipo de solvente utilizado, tem-se influéncia no teor
desses compostos, visto que o solvente tem um papel muito importante nessa extracao
(SAMPAIOQ et al., 2020).

Os principais solventes utilizados sdo agua, etanol/agua, metanol/agua, agua/glicerol,
acetona e éter. Os solventes alternativos (eco friendly) vém sendo bastante aplicados por serem
mais seguros e ecologicamente corretos por ndo apresentarem toxicidade e serem de baixo
custo, como &gua, etanol e glicerol (PALEOLOGOU et al., 2016; RICIPUTI et al., 2018,
VENTURI et al., 2019; BRAHMI et al., 2022).
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2.3.1. Extracéo convencional

A extracdo convencional, que é a tradicional extracdo solido-liquido, € um processo no
qual as substancias de uma amostra solida sdo dissolvidas ou lixiviadas da matriz por um
solvente liquido, sob agitacdo ou ndo, formando uma solucdo. O solvente escolhido deve ser
capaz de dissolver as substancias do sélido, sendo que essa fracdo soltvel removivel é chamada
de soluto e a solucdo resultante desse soluto é chamado de extrato (AGUILERA 2003;
CHANIOTI; LIADAKIS; TZIA, 2014).

Os solutos presentes na superficie da amostra sélida sdo dissolvidos primeiro, tornando a
estrutura do material porosa, e para obter mais soluto, o solvente terd que penetrar
profundamente nesse material sélido. Primeiro ocorre a transferéncia do solvente para a
superficie da amostra sob agitacdo; em seguida, ocorre a penetracdo do solvente no material
poroso formado e o transporte dos solutos para a superficie da matriz sélida, para depois 0s
solutos migrarem para a solu¢do (CHANIOTI; LIADAKIS; TZIA, 2014). Além disso, existem
alguns processos basicos antes de iniciar a extragdo, como pré-lavagem das amostras in natura,
secagem desse material e moagem para aumentar a superficie de contato da amostra com o
solvente (SASIDHARAN et al., 2011).

Tradicionalmente o método sélido-liquido tem sido realizado por maceracéo e percolacéo,
que sdo processos de extracdo ndo térmicos e utilizados para extrair compostos ndo volateis
(DAUD et al., 2017). No método de maceracdo (Figura 6A), a amostra triturada € colocada em
um recipiente com solvente, em temperatura ambiente e por um determinado tempo com
agitacdo frequente até o material soltvel dissolver. Em seguida essa solucéo obtida é filtrada e,
se necessario, é concentrada em rota evaporador para recuperacao do solvente e concentracao
desse extrato (HANDA, 2008).

No método de percolacdo (Figura 6B) € usado um percolador, que € um recipiente estreito
em formato de cone aberto na parte superior e na parte inferior contém uma valvula para
controlar a saida do liquido. Neste método, onde ndo ha agitacdo, o material sélido com o
solvente é deixado previamente em repouso para ocorrer o umedecimento da amostra e, em
seguida, o percolador é preparado com uma camada de algoddo na base e na parte superior do
algoddo é colocado papel filtro watman n°l cortado de acordo com a superficie do cone.
Imediatamente a solugdo umedecida (bagaco) e colocada de forma muito lenta para evitar fortes
impactos na primeira camada. O bagaco € entdo pressionado e adiciona-se novamente algoddo
e papel filtro para criar outro vacuo e a solucdo é re-circulada progressivamente no percolador

para enriquecer o extrato. A percolacdo € um método simples, barato e eficiente na lixiviacéo
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0s compostos da amostra para o solvente, mas exige bastante tempo para finalizar todo o
processo (HANDA, 2008; MAGNUSSON; MORAES; PRADO, 2021).

Figura 6. (A) Processo de maceracdo sob agitacdo e (B) percolacdo com liquido sendo re-
circulado (Fonte prdpria).

2.3.2. Extracéo assistida por ultrassom (EAU)

A extracdo assistida por ultrassom € uma técnica considerada ndo convencional que € capaz
de reduzir o tempo da extracdo e aumentar o rendimento na recuperagdo de diferentes
compostos (APEL et al., 2020). Este processo envolve a utilizagcdo de ultrassons, com
frequéncias que véo de 20 kHz a 2000 kHz que geram ondas ultrassénicas capazes de causar
ruptura nas paredes celulares do material vegetal (fenbmeno de cavitacdo) e com isto aumenta
a permeabilidade das paredes celulares e a transferéncia de massa do conteudo celular para o
solvente (HANDA, 2008; WANG et al., 2008).

Kumari e colaboradores (2017) avaliaram a extracédo assistida por ultrassom dos compostos
fendlicos presentes na casca de duas variedades de batata, usando diferentes frequéncias (33 e
42 kHz) e observaram que a aplicagdo do ultrassom mostrou uma recuperagdo
significativamente maior de compostos fendlicos em comparagdo com o processo de extracao

solido-liquido. Além disso, também observaram que a frequéncia ultrassénica de 33 kHz foi
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mais eficaz na extragdo desses compostos em comparacdo com o tratamento ultrassonico de 42
kHz.

Wang e colaboradores (2020) descreveram que o método de ultrassom pode ser dividido
em extracdo assistida por ultrassom indireto (EAUI), onde € usado um banho ultrassonico, e
extragdo assistida por ultrassom direto (EAUD) que é usado uma sonda de ultrassom
(ultrassbnica) colocada em contato direto com a solucéo (Figura 7). Em seus estudos, avaliaram
a eficiéncia das técnicas de extracdo assistida por ultrassom na recuperacdo dos compostos da
casca da batata e usaram a extracdo assistida por ultrassom direta, a extracdo assistida por
ultrassom indireta e a extragcdo convencional por agitacdo. Os autores observaram que 0
ultrassom direto foi mais eficaz na extragdo de compostos fendlicos do que o indireto e o
convencional, pois o alto nivel de irradiacdo ultrassénica do ultrassom pela sonda foi capaz de

acelerar essa extracao.
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Figura 7. Banho ultrassénico (A) (Fonte prépria) e sonda de ultrassom (B) (WANG, 2020)
para extracdo assistida por ultrassom.

Por outro lado, Zivkovi¢ e colaboradores (2018) utilizaram extracio assistida por ultrassom
associada a metodologia de superficie de resposta para otimizar pardmetros como tempo de
extragdo, concentracdo do solvente etanol, razdo entre sélido e solvente e temperatura de
extragdo dos compostos fendlicos da casca do roméa e observaram que o teor maximo desses
compostos (157,5 mg EAG/g) foi obtido quando o tempo de extracdo foi de 25 minutos,
concentracdo de etanol de 59%, razdo solido/solvente de 1:44 (m/v) e temperatura de extracédo
de 80°C. O método de extracdo assistida por ultrassom € um processo promissor, pois seu custo
de processamento é relativamente baixo e apresenta boa escalabilidade para uma indistria, além
de ser uma técnica simples e facil de ser executada e por isso tem uma aplicagdo mais ampla
nas industrias quimicas e alimenticias (CHAKRABORTY; UPPALURI; DAS, 2020).
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Entretanto, como os extratos polifenolicos apresentam baixa estabilidade a longo prazo em
funcdo da variagdo do pH, presenca de ions metalicos, luz, temperatura, oxigénio, atividades
enzimaticas e sdo instaveis em condicfes alcalinas encontradas em fluidos bioldgicos, as
técnicas emergentes de encapsulacdo permitem melhorar a estabilidade e biodisponibilidade
desses compostos quando aplicado em alimentos (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017).

2.4. Nanoencapsulagéo

A encapsulacao € a tecnologia que permite o aprisionamento de uma substancia (agente
ativo) em um material encapsulante capaz de manter sua estrutura diante de condicdes
desagradaveis do meio, sendo dissolvidas em condi¢des especificas para liberar o material
encapsulado no sitio de acdo desejado (OLAIZOLA et al., 2016). As técnicas de
encapsulamento sdo bastante usadas também para prolongar a vida atil dos compostos
bioativos, como os fenolicos, e para proteger dos parametros ambientais como oxigénio, luz e
radicais livres quando aplicados em alimentos (BAGHERI; ARIAII; MOTAMEDZADEGAN,
2021).

A microencapsulacdo forma particulas com tamanho variando de microns até varios
milimetros (ETCHEPARE et al., 2015), enquanto na nanoencapsulacdo as substancias sao
empacotadas em nanoescala. O prefixo nano indica a bilionésima parte de uma unidade, ou seja,
0 nandmetro ¢ a bilionésima parte do metro (10° metro) (MADUREIRA; PEREIRA,;
PINTADO, 2015).

Desta forma, a nanotecnologia € a ciéncia que estuda materiais a uma escala nanométrica
e por ter um tamanho tdo reduzido vem despertando o interesse de varios cientistas para ser
aplicada em diversas areas. Essa tecnologia foi desenvolvida para melhorar a estabilidade,
solubilidade e direcionar de forma mais efetiva a entrega dos compostos bioativos e, além disso,
0 tamanho em nanoescala tem grande importancia para as propriedades sensoriais, textura,
aparéncia e sabor quando aplicado em alimentos (ASSADPOUR; JAFARI, 2018; BAGHERI;
ARIAIl; MOTAMEDZADEGAN, 2021).

Existem diferentes tipos de nanoparticulas como: nanocapsulas, nanoesferas,
nanoparticulas lipidicas (nanoemulsdes), nanoparticulas lipidicas solidas, carreadores lipidicos
nanoestruturados e nanolipossomas (Figura 8), sendo que as nanocapsulas sao sistemas em que

0 composto bioativo é encapsulado dentro de uma cavidade rodeado por uma membrana
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polimérica (capsula) enquanto as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o

composto fica retido ou adsorvido em toda a matriz (LAMBUK et al., 2022).
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Figura 8. Exemplos de nanoparticulas (LAMBUK et al., 2022).

As nanoparticulas poliméricas vém recebendo bastante atencdo nas ultimas décadas por
serem consideradas atoxicas, estaveis, biodegradaveis e € um procedimento ecologicamente
correto e podem ser preparadas a partir de proteinas, pectina, celulose, goma, quitosana, amido
e gelatina (FEYZIOGLU; TORNUK, 2016; YANAT; SCHROEN, 2021). A quitosana (Figura
9) é um polissacarideo natural constituido por sequéncia linear de unidades de D-glicosamina
e N-acetil-d-glicosamina, ligadas a 3-(1,4) e possui cargas negativas, resultado de seus grupos
amina. E obtida a partir da quitina por meio da desacetilagdo com élcalis, sendo que a fonte
principal de quitina é a carapaca de crustaceos, como camardes, lagostas, caranguejos e siris, e
também pode ser encontrada em moluscos, insetos e parede celular fangica pertencente ao
género Mucor e da classe Zygomicetes (YANAT; SCHROEN, 2021).

OH
NH,
..-[--o 0, o o--]...
HO o) m
NH n
O=§ OH

quitosana

Figura 9. Estrutura quimica da quitosana (COSTA SILVA et al., 2006)
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Esse polissacarideo apresenta algumas propriedades importantes como atividade
antimicrobiana, sdo biodegradaveis por bactérias presente no intestino, biocompativel, possui
propriedades mucoadesivas, além de ser um produto natural, ndo-tdxico, renovavel e de baixo
custo e, por isso, tem sido bastante utilizada como polimero de revestimento (SIMEONI et al.,
2014). Além disso, a quitosana contém muitos grupos funcionais na sua cadeia polimérica e
com isso, existe uma melhor possibilidade de modificacdo quimica e obtencdo de variedades
com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a nanoencapsulacdo (BAGHERI; ARIAII;
MOTAMEDZADEGAN, 2021).

Segundo Madureira, Pereira e Pintado (2015) as nanoparticulas de quitosanas sdo capazes
de proteger quimicamente compostos bioativos durante o processamento e armazenamento de

alimentos, como também durante a passagem no trato gastrointestinal.

2.4.1. Método de gelificacao idnica para nanoencapsulacao

Dentre a variedade de métodos desenvolvidos para preparar nanoparticulas de quitosana, a
técnica de gelificacdo ibnica, conhecida também como gelificacdo ionotrépica ou reticulacdo
ibnica, tem atraido considerdvel atencdo por ser um processo atoxico, livre de solvente
organico, controlavel, simples e também por ser mais eficiente para a vida Gtil do composto,
alta capacidade de carga, boa dispensabilidade em agua e uma melhor liberagdo controlada de
compostos bioativos encapsulados (BAGHERI; ARIAII; MOTAMEDZADEGAN, 2021).

Neste método ocorre a interacdo eletrostatica entre o grupo amina da quitosana (sitios
positivos na estrutura) e um grupo de polianion carregado negativamente de um reticulador
aniénico como o tripolifosfato de sodio (TPP) (Figura 10) (SILVA et al., 2021).
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Figura 10. Representacéo da ligacdo da quitosana com o tripolifosfato (WANG et al., 2021).
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Entdo os compostos bioativos sdo adicionados na solucdo de quitosana e ao adicionar uma
solucdo de TPP na suspensdo de quitosana e bioativos, as nanoparticulas sdo formadas
espontaneamente sob agitacao intensa de alta velocidade a temperatura ambiente. As moléculas
carregadas formam complexos e faz com que a quitosana sofra gelificacdo idnica e precipite
como particulas esféricas (Figura 11). Apds esse processo, pode ser realizado a centrifugagao
e lavagem com &gua, e entdo as nanoparticulas podem ser obtidas por secagem ou liofilizagdo
(MADUREIRA; PEREIRA; PINTADO, 2015).

O tamanho, carga superficial e o formato das nanoparticulas podem ser modificados pelo
tipo de quitosana (peso molecular e grau de desacetilacdo), propor¢do de quitosana e agente
reticulador, concentracdo da solucdo &cida utilizada na diluicdo da quitosana, velocidade de
agitacdo e o tipo e concentracdo do agente reticulante (DIVYA; JISHA, 2018).
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Figura 11. Esquema ilustrativo da formacdo de nanoparticulas de quitosana pela gelificacdo
i6nica (YANAT; SCHROEN, 2021).

2.5. Aplicabilidade na industria de alimentos

A incorporacdo dos extratos polifendlicos, de fontes naturais, em produtos alimenticios,
tem chamado bastante atengéo nos ultimos tempos. Essa incorporagdo vem sendo realizada com
0s avangos das técnicas de encapsulacdo. Os compostos fenolicos encapsulados evitam a
incompatibilidade de solubilidade com outros ingredientes, sdo protegidos da degradacéo,
aumentam a biodisponibilidade, como a liberagdo controlada desses compostos na matriz.
(BORA et al., 2018).

A nanotecnologia na inddstria de alimentos & uma &area emergente, onde o tamanho

minimo das particulas proporciona propriedades e capacidades excepcionais para aplicacdo na
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indUstria alimenticia, como na melhora nas propriedades sensoriais dos alimentos (cor, sabor e
textura) e as nano-substancias podem ser adequadas para protecdo de alimentos durante o
armazenamento. Essa tecnologia permite a aplicacdo para embalagens de alimentos e para o
sistema de entrega de compostos bioativos (PATEIRO et al., 2021).

De acordo com Madureira e seu colaboradores (2015), as nanoparticulas de quitosana
carregadas com compostos fendlicos melhoram a biodisponibilidade dos polifendis de baixa
absorcéo, como também podem ser usadas para elaboracdo de alimentos funcionais que ao
serem consumidos auxiliardo na prevencéo e controle de doencas especificas, como distarbios
intestinais provocados por patdégenos bacterianos, pois a quitosana desempenha uma dupla
funcdo, como excipiente para a produgdo do nanosistemas e como antimicrobiano. Estes
autores produziram nanoparticulas de quitosana encapsuladas com compostos fendlicos (acido
rosmarinico, acido protocatecuico e acido 2,5-dihidroxibenzoico) com atividade antimicrobiana
e antioxidante contra patdgenos alimentares e utilizaram o método de gelificagdo idnica. Os
resultados mostraram que todos os compostos livres e encapsulados possuiram atividade
inibitdria sobre as bactérias testadas (Bacillus cereus, Escherichia coliO157, Listeria innocua,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Yersinia enterocolitica).

Lee e colaboradores (2019) afirmaram que muitos compostos naturais sao menos estaveis
que os conservantes quimicos devido a facilidade de degradacdo pela luz, calor, pressao e
oxigénio. Além disso, alguns compostos possuem sabores fortes que podem alterar as
propriedades sensoriais dos alimentos e, por isso, 0 uso de compostos naturais em matrizes reais
de alimentos tem sido limitado. Desta forma, esses autores nanoencapsularam o extrato de
alecrim em quitosana e avaliaram a eficiéncia de encapsulacdo em relacéo ao teor de compostos
fendlicos totais e avaliaram também a capacidade antimicrobiana em um modelo alimentar
através de um teste de contagem viavel em cha de cevada. O cha de cevada foi selecionado
como modelo alimentar, pois a bactéria Bacillus subtilis € um problema na distribuicdo desta
cha, e eles observaram que a eficiéncia da nanoencapsulacdo dos compostos fendélicos foi
superior a 90% e a nanoencapsulacdo aumentou a atividade antimicrobiana do extrato de
alecrim que é pouco soltvel, melhorando sua dispersibilidade, como também enriquecendo o
cha com compostos antioxidantes.

Silva e colaboradores (2021) realizaram a extragdo de compostos bioativos dos
subprodutos da polpa de acerola em solugdo de quitosana (solvente) por meio da extracdo
assistida por ultrassom e o extrato foi submetido ao processo de gelificagdo i6nica utilizando o
tripolifosfato de sédio como agente reticulante para formar nanoparticulas carregadas com

compostos fenolicos e a suspensdo com as nanoparticulas foi aplicada como revestimento
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protetor de goiabas. Os resultados mostraram que 0 revestimento na goiaba retardou a
maturagao, preservou a firmeza e manteve a pigmentacéo verde por mais tempo.

Sotelo-Boyas e colaboradores (2017) produziram nanoparticulas e nanocapsulas de
quitosana incorporadas com Oleo essencial de limdo pelos métodos de nanoprecipitacéo e
nanoencapsulagdo, respectivamente, para avaliar sua atividade antibacteriana contra patégenos
de origem alimentar. Eles observaram que a atividade antibacteriana contra quatro patdgenos
foi maior para nanoparticulas do que para nanocapsulas, sendo que a maior atividade
antibacteriana foi observada contra Shigella dysenteriae.

Desta forma, os principais beneficios da nanotecnologia para produtos alimenticios quando
comparado com o uso dos compostos livres sdo a melhor estabilidade e vida atil dos bioativos,
facilidade na distribuicdo e armazenamento, melhores propriedades mecanicas e térmicas,
adicdo de aditivos alimentares e matérias-primas funcionais, mascarar sabores indesejaveis,
proteger nutracéuticos de condi¢des extremas como baixo pH gastrico e otimizar sua liberacdo
durante o processo de digestdo, aumentar a solubilidade de alguns constituintes funcionais e
melhorar o seu valor dietético, obter maiores niveis de atividade dos compostos encapsulados,
como atividade antioxidantes, antimicrobianos e adicdo de probidticos, alterar o sabor e a
textura dos componentes dos alimentos, e desenvolver bebidas opticamente transparentes,
como as nanoemulsdes que possuem goticulas de 6leo menor que 100 nm (PATEIRO et al.,
2021).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Extrair os compostos fenolicos da casca da batata, avaliar o potencial antioxidante, atividade
antimicrobiana dos extratos e incorporar em nanoparticulas de quitosana para um potencial

aplicagdo em alimentos.

3.2. Objetivos Especificos
e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da farinha da casca da batata;
e Extrair os compostos fenolicos usando um delineamento composto central rotacional

(DCCR) para avaliar as condi¢des Otimas da extracdo assistida por ultrassom (EAU) e obter
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um extrato concentrado a partir das condi¢es 6timas indicadas pelo delineamento e usando
0 sistema maceracao-percolador-ultrassom;

e Determinar a atividade antioxidante e atividade antimicrobiana do extrato da farinha da
casca da batata in vitro;

¢ Obter nanoparticulas de quitosana incorporadas com extrato da farinha da casca da batata
pelo método de gelificacdo idnica da quitosana com o reticulador TPP;

e Investigar as caracteristicas estruturais das nanoparticulas de quitosana carregadas com
extrato concentrado da farinha da casca da batata e avaliar atividade antioxidante dessas

nanoparticulas.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a farinha da casca da batata, avaliar qual o melhor
solvente para extracdo dos compostos fendlicos (CF) e otimizar a extracdo assistida por
ultrassom a partir da investigacdo dos efeitos lineares, quadraticos e de interacdo na recuperacao
desses compostos usando-se o delineamento experimental DCCR e metodologia de superficie
de resposta associado ao grafico da desejabilidade. A casca da batata foi doada por um
restaurante local da cidade de Goiénia (GO) e os resultados da composi¢do fisico-quimica
demonstraram estar dentro do esperado para esse residuo. Para extracdo dos CF foram utilizados
seis solventes (éter etilico, alcool etilico 95%, agua, metanol-acetona-agua, hidroalcoolico 60%
e 10%) e os resultados mostraram que o hidroalcodlico 10% extraiu maior quantidade de CF
totais com maior atividade antioxidante em relacdo aos outros extratos. Apds esse estudo, foi
realizado um delineamento experimental DCCR para tentar obter os parametros ideais do
ultrassom e foi observado que para ter um modelo ajustado que prevé de forma confiavel as
condicBes ideais para essa extragdo é necessario utilizar trés varidveis no delineamento, que
foram tempo, temperatura e razdo soélido-solvente. A partir dos graficos de superficie de
resposta e da desejabilidade foi possivel observar que as condic¢des ideais para maximizar o teor
de compostos fenolicos extraidos da casca da batata sdo o tempo de 66,9 minutos, temperatura

de 44,9 °C e a razdo solido-solvente de 1:46,82 m/v. Desta forma tanto o ultrassom quanto o
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delineamento experimental auxiliaram na maior recuperacdo dos CF da farinha da casca da

batata.

Palavras chaves: cavitacdo, condicGes ideais, DCCR, delineamento, desejabilidade, tubérculo.

1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.), pertencente a familia Solanaceae, € uma hortalica
tuberosa muito importante depois do trigo, milho e arroz, com mais de 5.000 variedades. E
conhecida como tubérculo, que é a parte comestivel da planta, podendo ser consumida de varias
formas, como por exemplo, apo6s fervidas, cozidas, fritas e dentre varias outras opcdes
(Embrapa, 2016; Sampaio et al., 2020).

No Brasil, essa hortalica tuberosa apresenta uma producdo anual de aproximadamente 3,5
milhGes de toneladas (Embrapa, 2015) e apresentou uma producdo global de mais de 359
milhdes de toneladas em 2020 (FAO, 2022). Como € bastante consumida, milhares de toneladas
de casca da batata sdo geradas pelas industrias, sendo considerada um dos maiores setores de
processamento de alimentos em todo o mundo e, além disso, a maior parte desses residuos
gerados durante o seu processamento é descartado em aterros, provocando consequéncias
ambientais (Kumari et al., 2017; Sampaio et al., 2020).

A casca da batata € um subproduto com grande valor nutricional, composto principalmente
por carboidratos, amido, fibra alimentar, proteinas e € uma fonte de elementos minerais. A casca
também € considerada uma fonte de compostos funcionais e bioativos, como 0s compostos
fendlicos que trazem beneficios a salide devido as suas propriedades antioxidantes, sendo que
esse teor na casca € até dez vezes maior que na polpa da batata (Silva-Beltran et al., 2017). Os
compostos fenolicos sdo um dos grupos mais importantes de antioxidantes naturais que
auxiliam no controle dos radicais livres pela transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio
ao radical, evitando a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares (Araujo, 2001).
Desta forma, os extratos ricos em compostos fenolicos podem ser utilizados para preservar e
fortificar os alimentos, podendo ser um substituto de alguns antioxidantes sintéticos que
apresentam propriedades toxicas e cancerigenas (Kumari et al., 2017).

Devido a producdo de grandes volumes de residuos durante o processamento da batata, a

casca representa um recurso barato, acessivel e promissor para recuperacdo desses compostos,
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reduzindo o impacto ambiental, ja que o processamento gera em torno de 70 a 140 mil toneladas
de casca anualmente a nivel mundial (Chang, 2019; Javed et al., 2019).

A extracdo dos compostos fendlicos é realizada principalmente por extragcdo convencional
(extracdo solido-solvente), como a agitacdo mecanica e a partir de diferentes solventes, como
agua, etanol, metanol e acetona, sendo esses dois Ultimos considerados toxicos e ndo
ecologicamente corretos para serem utilizados (Paleologou et al., 2016). Por isso, diversos
estudos vém sendo realizados na tentativa de obter esses compostos fenolicos a partir de
solventes alternativos (eco friendly), que ndo apresentem toxicidade e sejam de baixo custo
(Paleologou et al., 2016; Venturi et al., 2019; Chakraborty, Uppaluri, Das, 2020; Brahmi et al.,
2022).

Existem outros métodos ndo convencionais para extracdo de compostos fendlicos, como a
extracao assistida por ultrassom (EAU), uma técnica simples, barata e de facil utilizacdo em
escala industrial. A sonicagéo produzida pelo ultrassom facilita 0 aumento da transferéncia de
massa dos constituintes bioativos para o solvente por meio de trés efeitos, como a cavitagdo que
produz bolhas na extracao liquido/sélido e colapsam, gerando presséo localizada para provocar
ruptura das células vegetais e melhorar a liberacdo de substancias intracelulares no solvente,
como também pela agitacdo mecanica e calor gerado por essas agitacdes (Azmir et al., 2013).

Ferramentas estatisticas tem sido utilizada para tentar otimizar os parametros de extracao
dos compostos fendlicos (Zivkovi¢ et al., 2018; Riciputi et al., 2018; Chakraborty, Uppaluri,
Das, 2020). A metodologia de superficie de resposta € uma ferramenta que gera graficos de
superficie de resposta, o qual ajudara a prever os parametros de extracdo ideais para recuperar
0 mé&ximo de compostos bioativos das matrizes vegetais e, além disso, é capaz de investigar o
efeito de diferentes pardmetros em relagdo a uma ou mais variaveis resposta (Bezerra et al.,
2008).

Os gréaficos da desejabilidade associados a estas ferramentas também ajudam a resolver
problemas multifatoriais e que apresentam varias respostas para 0s mesmos parametros, ou seja,
é possivel encontrar parametros capazes de maximizar os valores de todas as variaveis respostas
estudadas no experimento ao mesmo tempo (Apel et al., 2020). Portanto, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar a farinha da casca da batata, avaliar qual o melhor solvente para a
extracdo dos compostos fenolicos e otimizar a extracdo assistida por ultrassom a partir da
investigacdo dos efeitos lineares, quadraticos e de interagdo na recuperacdo desses compostos
usando delineamento experimental DCCR e metodologia de superficie de resposta associado

ao gréafico da desejabilidade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima

A casca da batata (Solanum tuberosum L.) foi doada por um restaurante local, localizado
na cidade de Goiéania (Goiés). Apds o recebimento, a casca em lascas (Figura 1) foi lavada em
agua corrente, a fim de retirar sujeiras e impurezas, e sanitizada em solucéo de hipoclorito de
sodio na concentracdo de 200 ppm, por 10 minutos. Em seguida, foi acondicionada em bandeja
de aluminio para secagem em estufa a 50°C, por 24 horas. Depois de seca, a casca em lascas
foi triturada em moinho (TE-633, TEC MILL) obtendo-se um produto com granulometria de
20 mesh, denominado de farinha de casca de batata e, em seguida, foi acondicionado em sacos

plasticos e estocado em freezer a -18 °C.

Casca da batata in natura Casca da batata seca Farinha da casca da batata

Figura 1. Casca da batata antes e ap0s a secagem e sua farinha.

2.2. Analises fisico-quimicas da casca da batata

Para determinar o teor de umidade foi utilizado o0 método gravimétrico de aquecimento da
amostra em estufa a 105°C até o peso constante e a porcentagem de cinzas foi determinada por
meio da carbonizacdo da amostra em chapa elétrica com posterior incineracdo em mufla a
550°C, segundo 0 meétodo 925.10 e 923.03, respectivamente, da AOAC (2005), enquanto a
atividade de agua foi determinada pelo equipamento LabSwift-aw (Novasina). O teor de
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proteina bruta foi obtido pelo processo de digestdo Kjeldahl seguida de destilagdo e titulacdo
da amostra e a conversao de nitrogénio total em proteina foi realizada utilizando-se o fator 6,25,
segundo o método 979.09 da AOAC (2005). Para estimar o teor de carboidratos totais e de
lipideos foi utilizado o método descrito por Dubois et al. (1956), com leitura
espectrofotométrica a 490 nm e o método descrito por Bligh e Dyer (1959), respectivamente.
Para a anélise de pH foi homogeneizado 5g da amostra em 50 mL de &gua destilada sob
agitacdo durante 30 minutos e, em seguida, a solucdo foi filtrada em tela de nylon para
realizacdo da analise de acordo com o método 943.02 da AOAC (2005). Além disso, a acidez
titulavel foi determinada pelo método de acidez alcool solivel (AOAC, 2005) e o teor de amido
foi quantificado por digestdo &cida em micro-ondas (Cereda, Daiuto e Vilpoux, 2004). Também
foi realizado a analise de minerais pelo Laboratdrio de Analise de Solo e Foliar, localizado na

Escola de agronomia da UFG, seguindo a metodologia descrita por Silva (2009).

2.2.1. Taninos totais

O teor de taninos totais foi determinado seguindo a metodologia descrita por Swain e Hills
(1959) e Singleton e Rossi (1965). Primeiramente, a farinha da casca da batata (2,5 g) foi
adicionada em &gua destilada aquecida a 80°C e permaneceu sob infusdo por 5 minutos com
agitacdo. Apos esse periodo o volume foi completado para 100 mL com &gua destilada, filtrado
em papel filtro e o extrato obtido foi utilizado para a andlise. Para realizar a determinacéo,
utilizou-se o reagente Folin-Denis e o carbonato de sddio saturado, sendo a leitura realizada em
espectrofotobmetro (UV-1800, Beijing Rayleigh Analytical Instrument Corporation, China) a
760 nm e os resultados foram expressos em % de taninos totais.

2.3. Extracdo convencional dos compostos fenolicos da casca da batata

2.3.1. Preparo dos extratos da casca da batata

Para avaliar o melhor solvente extrator dos compostos fendlicos da farinha da casca da
batata, foram obtidos seis extratos: etéreo (éter etilico), alcoolico (alcool etilico/etanol 95%),
aquoso (agua destilada), (Zielinski e Kozlowska, 2000), metanol 50%: acetona 70%: agua
destilada (2:2:1) (Rufino et al., 2010), extratos hidroalcéolicos 10% (alcool etilico 10%)
(Venturi et al., 2019) e 60% (alcool etilico 60%) (Mendes et al., 2021).

O extrato etéreo foi obtido a partir da homogeneizacao sob agitacdo de 2,59 da farinha da

casca da batata em 50 mL do solvente éter etilico (propor¢do 1:20 m/v) durante 1 hora, em



52

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, a solucéo foi filtrada com auxilio do
papel filtro e 0 volume completado para o volume inicial da proporcdo em baldo volumétrico,
usando o solvente de extracdo éter etilico. O residuo dessa extracdo foi seco, pesado e
aproveitado para obter o extrato alcoolico, seguindo 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente e logo apos essa extragdo, o residuo também foi seco, pesado e aproveitado para
obter o extrato aquoso nas mesmas condigdes descritas acima.

Para obter o extrato metanol 50%: acetona 70%: agua destilada (2:2:1), primeiramente 2,5
g da amostra foi deixada em repouso por 1 hora com 20 mL de metanol 50%. Ap0s esse periodo,
a solucdo foi centrifugada (Centrifuge 5403) e o sobrenadante transferido para baléo
volumeétrico de 50 mL. No residuo recuperado ap6s a centrifugacédo, foi adicionado 20 mL de
acetona 70% e essa nova solucdo permaneceu em repouso por mais 1 hora. Em seguida,
realizou-se novamente a centrifugacdo e o sobrenadante foi transferido para 0 mesmo baléo
volumeétrico citado anteriormente e o volume foi ajustado para 50 mL usando-se agua destilada.

O extrato hidroalcéolico 60% foi obtido a partir da homogeneizacao sob agitacdo de 2,5 g
da amostra em 50 mL do solvente (alcool 60%) durante 1 hora, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Logo em seguida, a solucdo foi filtrada com auxilio do papel filtro e o volume
completado para 50 mL usando o mesmo solvente. O extrato hidroalcéolico 10% também foi
obtido seguindo 0 mesmo procedimento do extrato hidroalcéolico 60%.

Apos finalizar todas as extragdes, os extratos foram acondicionados em frascos ambar e

armazenados em freezer a -18°C até a realizacdo das analises posteriores.

2.3.2. Determinacédo do contetido de compostos fenodlicos totais

O contetido de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos da farinha da casca da batata
foram determinados pelo método de Folin—Ciocalteau, conforme descrito por Zielinski e
Koztowska (2000) que se baseia na reagdo colorimétrica de oxidacao/reducdo de fendis. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de amostra
(mg EAG/100g).

2.3.3. Atividade antioxidante

Os ensaios antioxidantes (DPPH, ABTS e reducdo de ions feérricos - FRAP) foram
realizados nos extratos obtidos a partir de diferentes solventes, usando a metodologia descrita
por Rufino et al. (2010).

Para atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), a leitura foi

realizada a 515 nm e monitorada a cada 5 minutos, sendo que nesse periodo ocorreu a reducéo
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da absorbéncia até a sua estabilizacdo. O valor da absorbéancia estabilizada foi usado para os
calculos e os resultados foram expressos em EC50 (g amostra/g DPPH), ou seja, a quantidade
de amostra necessaria para reduzir 50% da concentracao inicial do radical DPPH.

A atividade antioxidante pelo método ABTS (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)) foi determinada em uma absorbancia de 734 nm e a leitura realizada apds 6 minutos
da mistura dos reagentes com a amostra. Os resultados foram expressos em pmol de
equivalentes de Trolox por grama de amostra (UM trolox/g amostra).

A atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro — FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), foi realizada também conforme metodologia descrita por Rufino et al.
(2010). A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm apds 30 minutos da mistura dos
reagentes com a amostra e os resultados foram expressos em pumol de equivalentes de Trolox

por grama de amostra (LM trolox/g amostra).

2.4. Desenho experimental para extracdo assistida por ultrassom (EAU) dos
compostos fendlicos da casca da batata

O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi escolhido para determinar os
parametros da extracdo assistida por ultrassom dos compostos fendlicos da farinha da casca da
batata e foi empregado para investigar os efeitos lineares, quadraticos e de interacdo do tempo
de extracdo (X1; 15, 35, 55 minutos) e da temperatura (X2; 30, 45, 60°C), sendo estes escolhidos
como varidveis independentes e cada um em cinco niveis codificados (-1,41; -1; 0; 1; 1,41)
(Tabela 1).

Tabela 1. Fatores e niveis do delineamento composto central rotacional (DCCR) com duas

variaveis independentes.

Fatores Cadigo -1,41 -1 0 1 1,41
Tempo (min) X1 6,7 15 35 55 63,3
Temperatura (°C) X2 23,8 30 45 60 66,2

O delineamento experimental resultou em 13 ensaios, sendo cinco 0s pontos centrais do
delineamento para avaliar a repetibilidade dos dados. Além disso, uma equagéo polinomial de
segunda ordem (Eq. 1) foi utilizada para avaliar a interacdo das variaveis independentes e da

variavel resposta (teor de compostos fenolicos):
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Y = bO + b1X1 + bZXZ + b11X12 + b22X22 + b12X1X2 (l)

Onde, Y equivale a resposta prevista para o teor de compostos fendlicos (variavel resposta),
bo ao termo constante, by e bz aos coeficientes de interacdo linear, b1 e b2 aos coeficientes
quadrados, b1 ao coeficiente de interacdo e X1 e X2 equivale as variaveis independentes (tempo
e temperatura).

O modelo experimental em relacdo a varidvel resposta (compostos fendlicos totais) foi
validado pela anélise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% e foi realizada
para avaliar o efeito de cada fator. O coeficiente de determinacdo R?, o valor F calculado da
regressdo e o valor de F falta de ajuste foram empregados para avaliar a adequacdo do modelo
de regressao.

A extracdo dos compostos fenolicos seguiu o proposto por Apel et al. (2020), com
adaptacdes, sendo que o solvente utilizado foi 0 mais eficaz na recuperacdo desses compostos
na etapa da extracdo convencional. Para isso, as amostras (2,5g) foram misturadas em 50 mL
do solvente e colocadas em banho ultrassonico (Logen scientific), com frequéncia de operagéo
de 40 kHz, para realizar a sonicacdo e extracdo desses compostos no tempo e temperatura de
cada ensaio especificado pelo delineamento experimental. Apds a sonicacdo, as amostras foram
centrifugadas (centrifuga Centrifuge 5403) a 6000 rpm por 10 minutos e filtradas em papel
filtro. Os extratos obtidos foram armazenados em frascos &mbar e mantidos a -18°C até analises

posteriores.

2.5. Otimizagdo da extracdo assistida por ultrassom (EAU) dos compostos
fendlicos

Um novo delineamento composto central rotacional (DCCR) foi realizado, mas agora com
trés fatores, incluindo o tempo de extracdo (Xz1; 20, 37, 55 minutos), a temperatura (Xz; 30, 45,
60°C) e a razdo solido-solvente (1: Xs; 20, 30, 40 m/v), como variaveis independentes e cada
um em cinco niveis codificados (-1,41; -1; 0; 1; 1,41) (Tabela 2). O delineamento experimental
seguiu 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, entretanto, consistindo de 19 ensaios e
5 pontos centrais, sendo que as condi¢des dtimas da extracao assistida por ultrassom para obter
o0 teor maximo dos compostos fenolicos foram escolhidas considerando a superficie de resposta

e o grafico da desejabilidade.
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Tabela 2. Fatores e niveis do delineamento composto central rotacional (DCCR) com trés

variaveis independentes.

Fatores Cadigo -1,68 -1 0 1 1,68

Tempo (min) X1 6,7 15 35 55 63,3
Temperatura (°C) X2 23,8 30 45 60 66,2
Raz&o solido-solvente (m/v) 1: X3 13,18 20 30 40 46,82

A extracdo dos compostos fendlicos seguiu 0 proposto por Zivkovié et al. (2018), com
adaptacdes, sendo que o solvente utilizado foi 0 mais eficaz na recuperacdo desses compostos
na etapa da extracdo convencional. Para isso, as amostras (2,5g) foram misturadas com o
solvente nas diferentes razbes solido/solvente e colocados em banho ultrassdnico (Logen
scientific), no tempo e temperatura de cada ensaio especificado pelo delineamento
experimental. Apos a sonicacao, as amostras foram centrifugadas (centrifuga Centrifuge 5403)
a 6000 rpm por 10 min e filtrados em papel filtro. Os extratos produzidos foram armazenados

em frascos @mbar e mantidos a -18°C até analises posteriores.

2.6. Determinacdo do conteudo de compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante do delineamento experimental

Os compostos fenolicos totais foram avaliados pelo método de Folin—Ciocalteau, seguindo
a metodologia descrita anteriormente, e a determinacdo foi realizada em todos os ensaios dos
dois delineamentos experimentais. Em relacéo a atividade antioxidantes, os métodos (DPPH,
ABTS e reducdo de ions férricos - FRAP) foram realizados apenas no extrato obtido nas

condicdes 6timas determinada pela superficie de resposta e pelo gréafico da desejabilidade.

2.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia da farinha da casca da batata foi analisada pelo Microscopio Eletrénico de
Varredura (Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging),
realizada no Laboratério Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic) do Instituto
de Fisica da UFG. Também foi avaliada a morfologia da farinha da casca da batata apds a
extracdo convencional (sem ultrassom) e a apds a extracdo usando-se a condi¢cdo otima do

delineamento de trés fatores (com ultrassom) para verificar o efeito do ultrassom nos gréos da
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farinha da casca da batata. Para isso as amostras foram desengorduradas pelo método descrito
por Bligh e Dyer (1959) e, sem seguida, foram secas em estufa a 45°C. A morfologia foi

avaliada em um aumento de 100 e 10.000 vezes.

2.8. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em trés repeticdes e em triplicata. Os dados foram
apresentados com média e desvio padrdo e submetidos a ANOVA, utilizando o teste t Student
pelo programa estatistico Sisvar® (Ferreira, 2019), sendo os valores de p<0,05 considerados
como significativamente diferentes. O delineamento experimental foi analisado utilizando
software Protimiza Experimental Design, sendo os gréaficos e a superficie de resposta obtidas
pelo mesmo software e o grafico da desejabilidade obtida pelo software STATSOFT
STATISTICA 12.5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao fisico-quimica

Os valores da composicdo fisico-quimica da farinha da casca da batata podem ser
observados nas Tabelas 3 e 4. Pela Tabela 3, observou-se que os valores da composicdo
proximal, como os teores de umidade, cinzas, proteina, lipideos e carboidratos apresentaram
valores proximos ao obtido por Kumari et al. (2017), Elkahoui et al. (2018) e Helal et al. (2020),
comprovando que os resultados descritos neste trabalho estdo dentro da faixa de valores
esperado para casca da batata.

O teor de umidade é um pardmetro importante para avaliar a alteracdo da qualidade do
alimento durante o seu armazenamento devido ao crescimento de microrganismos e reacgoes
enzimaticas que ocorrem em certas quantidades de dgua (Cogliatti, Bodega e Dalfonso, 2014).
De acordo com a Resolucdo-RDC N° 263 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(BRASIL, 2005) a umidade maxima permitida nas farinhas, amido de cereais e farelos é de
15% (g/100g), o que comprova que a umidade obtida neste trabalho se encontra dentro dos
limites estabelecidos pela legislacao.
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A atividade de &gua é um pardmetro que avalia a quantidade de &gua ligada aos
componentes do alimento e também é importante para avaliar a sua estabilidade, pois quanto
maior a atividade de agua, maior a capacidade desta estar disponivel aos microrganismos e
possibilitar seu crescimento. A atividade de agua abaixo de 0,90 ja consegue cessar O
crescimento de certos microrganismos e neste trabalho esse parametro foi de 0,49, o que torna
a farinha da casca da batata estavel a deterioracdo por microrganismos (Silva e Marsaioli Jr,
2003; Picanco et al., 2018).

Tabela 3. Composicao fisico-quimica da farinha da casca da batata.

Parametros Farinha da cascada Kumarietal. Elkahoui et al. Helal et al.
batata (2017) (2018) (2020)
Umidade (%) 7.49 + 0,05 6,98 4,46 6,99
Atividade de Agua (aw) 0,49 + 0,004 i - -
Cinzas (%) 7.73+0,15 7,24 6,69 7,37
Lipideos (%) 1,27 +0,017 2,09 0,81 2.60
Proteinas (%) 11,70+ 0,23 11,17 15,99 10,21
Carboidratos (%) 72,40 + 2,77 72,53 72,00 65,47
Amido (%) 44,85+ 1,39 - - -
Taninos (%) 0,330,015 - - -
pH 6,89 + 0,04 - - -
Acidez (%) 1,46 £ 0,22 - - -

Média e desvio padrdo de trés repeti¢des. Os valores dos constituintes foram determinados ap6s secagem da
amostra.

O componente mais abundante na casca da batata sdo os carboidratos, sendo que o amido
corresponde a cerca de 30-52% do seu conteudo total (Ramaswamy et al. 2013, Gaudino et al.,
2020). Neste trabalho, a farinha da casca da batata apresentou um teor de 44,85% de amido,
desta forma, apenas 27,55% equivalem a outros carboidratos ndo amilaceos (polissacarideos
sem amido).

O teor de taninos na farinha da casca da batata também foi avaliado. A determinacdo desse
componente estd relacionada a sua acdo antinutricional em concentracdo acima de 5%,
provocando um efeito negativo na palatabilidade e reducédo da digestibilidade de proteinas no
organismo (Makkar, 1994; Cruz et al. 2007). Desta forma, conclui-se que o teor de taninos
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presente na farinha da casca da batata (Tabela 3) ndo apresentard um efeito antinutricional
devido ao baixo valor na amostra (0,33%).

O potencial hidrogenionico (pH) e a acidez sdo parametros que também estao relacionados
ao controle da qualidade do alimento, do processamento e do estado de conservacdo (Cecchi,
2003). Observou-se que o valor do pH e acidez da farinha da casca da batata neste trabalho, se
encontra em torno de 6,89% e 1,46%, respectivamente, indicando uma baixa concentracdo de
4cidos organicos. E valido ressaltar que esses valores tornam a amostra susceptivel a
contaminacdo microbioldgica, mas como a farinha da casca da batata apresentou baixo teor de
umidade e atividade de agua, entéo a velocidade de crescimento dos microrganismos é reduzida
(Batista et al., 2020).

Os teores de seis macrominerais (N, P, K, Ca, Mg e S) e cinco microminerais (B, Cu, Fe,
Mn e Zn) foram quantificados na farinha da casca da batata e sdo apresentados na Tabela 4. De
acordo com Bethke e Jansky (2005) o potassio (K) é o principal mineral presente em cascas de
batatas e, no presente estudo, esse elemento foi 0 mais abundante na farinha da casca da batata,
seguido do nitrogénio (N) que também apresentou um teor mais elevado do que 0s outros
elementos. Resultado semelhante foi relatado por Vaitkevi¢iené (2019) que avaliou a casca de

diferentes cultivares de batata e encontrou valores de K variando de 24,3 a 33,3 g/kg.

Tabela 4. Teores de macro e microminerais da farinha da casca da batata.

Amostra Macrominerais (g/kg)
N P K Ca Mg S
Farinha da 20,12 + 0,63 4,61 + 0,06 31,0£060 0,64+005 122+0,03 1,33%+0,09
Casca da
batata Microminerais (mg/kg)
B Cu Fe Mn Zn
25,63 + 0,06 5,87 £ 0,06 149,73 + 6,05 - 239,90 + 7,10

Média e desvio padrdo de trés repeti¢des. Os valores dos constituintes foram determinados ap6s secagem da
amostra.

Segundo Vaitkeviciené (2019), o fosforo (P) também é um importante mineral encontrado
na batata e em seu estudo esse elemento variou de 2,90 a 4,54 g/kg para casca da batata,
semelhante ao valor obtido no presente estudo (4,61 g/kg). A retirada da casca dos vegetais
antes de serem consumidos contribui para a deficiéncia de certos minerais, tais como céalcio
(Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn) (White e Broadley, 2009). Wszelaki

e colaboradores (2005) avaliaram o teor de minerais da espécie Solanum tuberosum e
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encontraram valores de 1,44 g/kg de Ca, 1,71 g/kg de Mg, 16,7 mg/kg de Cu, 778,7 mg/kg de
Fe e 37,8 mg/kg de Zn, valores estes que ndo se aproximaram dos teores encontrados no
presente estudo, enquanto que Vaitkevi¢iené (2019) ao avaliar as diferentes cascas de batatas,
observaram valores variando de 0,66 a 1,10 g/kg para Ca, 1,19 a 1,60 g/kg para Mg, 4,01 a 4,55
mg/kg para Cu e 151,1 a 320,5 mg/kg para Fe e esses valores foram semelhantes aos teores
obtidos no presente estudo. Entretanto, este mesmo autor encontrou valores variando de 9,20 a
11,2 mg/kg para boro (B) e 9,04 a 18,3 mg/kg para Zn que sao teores menores ao comparar com
os resultados apresentados na Tabela 4.

Os teores de minerais na casca da batata variam por varios fatores, tais como o genotipo
que determina a espessura da casca, cultivar, condicGes e local do cultivo, adubacéo nitrogenada
e potassica, adicdo ou ndo de outros micronutrientes e sistema de producdo (organico e
convencional) (Sampaio et al., 2020). Desta forma, esses fatores justificam a variacao dos teores

de minerais neste trabalho quando comparado aos estudos citados acima.

3.2. Efeito dos pardmetros na extracao convencional dos compostos fendlicos

O conteudo dos compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante dos extratos da
farinha da casca da batata obtidos por diferentes solventes podem ser observados na Tabela 5.
O teor de compostos fendlicos totais apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os
solventes utilizados para sua extracdo. Observou-se que o solvente hidroalcodlico 10% (alcool
etilico 10%) foi capaz de extrair mais compostos fenélicos quando comparado aos outros
solventes, apresentando um aumento de 79,8% quando comparado ao extrato alcodlico e um
aumento de 10,6% e 27,7% em relacdo ao extrato aquoso e hidroalcodlico 60% (alcool etilico
60%) respectivamente.

A agua, quando adicionada a outros solventes, permite o inchaco do material vegetal e
aumenta a area de contato com o solvente, com isso facilita a extracdo dos compostos fenolicos
e da fragdo hidrofilica dos fenolicos glicosilados (Jovanovi¢ et al., 2017; Brahmi et al., 2022).
De acordo com Sharmila e colaboradores (2016) a maior propor¢do de agua no metanol
melhorou a extracdo desses compostos e explicaram que em um meio mais polar ocorre a
quebra das ligacGes de hidrogénio e facilita sua extracdo. Zielinski e Koztowska (2000)
afirmaram que a adigdo de agua aos solventes organicos facilita a extracdo devido os agucares

e proteinas ligados aos compostos fenolicos serem mais solGveis em agua.
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Tabela 5. Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante da farinha da casca da batata

apos extracdo convencional usando diferentes solventes.

Extratos Andlises
CFT DPPH ABTS FRAP
(mg EAG/100g9) (EC50 -g de UM de Trolox/g de  uM de Trolox/g de
amostra/g de DPPH) amostra amostra

Etéreo 2,25+0,30° 2,73+0,03° 96,20 + 0,1° 40,69 + 0,32¢
Alcodlico 57,22 +1,01° 9,71 +£0,62° 31,45 + 0,89f 36,39+ 0,01¢
Aquoso 253,10 +1,91° 0,99 £ 0,02° 985,15 + 13,9 444,47 + 4, 46°
MAA 169,54 + 1,85¢ 0,88 £ 0,01°¢ 768,2 + 2,29¢ 191,17 +0,25¢
Etanol 60% 204,90 £ 0,21°¢ 0,77 £0,01°¢ 664,04 + 9,88¢ 413,05 £ 5,85¢
Etanol 10% 283,51 + 1,902 0,66 + 0,03¢ 1073,00 + 6,782 648,9 + 2,672

Médias + desvio padrao de trés repeti¢des. Letras iguais nas colunas ndo se diferenciam entre si pelo Teste t Student com nivel
de significancia p <0,05. CFT = compostos fendlicos totais, EAG = equivalente de acido galico, Etéreo = éter etilico, Alcodlico
= &lcool 95%, Aquoso = &gua destilada, MAA = metanol 50% + acetona 70% + agua destilada, Etanol 60% = hidroalcodlico
60%, Etanol 10% = hidroalcodlico 10%.

O alcool etilico também tem um papel importante na extracdo, pois é capaz de romper a
ligacdo entre os solutos e a matriz vegetal e facilitar a transferéncia de massa dos constituintes
para o solvente (Brahmi et al., 2022). Desta forma, os resultados do presente estudo sugerem
que os compostos fendlicos da farinha da casca da batata apresentaram uma polaridade
relativamente maior e sdo preferencialmente extraidos em uma mistura de &gua e alcool etilico
10%. Venturi e colaboradores (2019) também avaliaram a casca da batata e observaram que 0s
seus extratos apresentaram uma melhor concentracdo de compostos fenolicos ao utilizarem o
solvente hidroalcodlico 10% quando comparado com o uso somente da agua.

Abreu e colaboradores (2021) avaliaram os compostos fendlicos da semente de seriguela
por diferentes métodos e solventes e observaram que a mistura ternaria (metanol 50% + acetona
70% + agua destilada) apresentou melhores resultados quando comparados aos solventes
etéreo, alcodlico, aquoso e hidroalcoolico 70%, devido a sua capacidade de atuar diretamente
nas paredes e membranas celulares e auxiliar no processo de extragdo do composto,
promovendo assim sua lixiviagdo, o que ndo foi observado no presente estudo. O extrato obtido
a partir da mistura ternaria apresentou um teor de compostos fenélicos de 40,2% menor que 0
extrato hidroalcoolico 10%, confirmando que para a casca da batata, um solvente mais polar e
com 10% de etanol é o ideal para extracdo desses compostos. Desta forma, a extracdo dos
compostos fendlicos é influenciada pela natureza do material vegetal, estrutura dos compostos,
grupos funcionais, tipo de solvente, método de extracdo e dentre outros parametros que vao

afetar fortemente a sua recuperacao (Bucic¢-Koji¢ et al., 2011; Abreu et al., 2021).
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A atividade antioxidante dos diferentes extratos da farinha da casca da batata foi
determinada a partir dos métodos DPPH, ABTS e FRAP (Tabela 5), que avalia a capacidade
dos compostos fendlicos antioxidantes de estabilizar os radicais livres DPPH, ABTS e reduzir
o ferro (FRAP) (Rufino et al., 2006; Rufino et al., 2007a).

O método de DPPH é baseado na teoria de que um composto doador de hidrogénio é
considerado antioxidante (Moon e Shibamoto, 2009) e neste ensaio, foi possivel observar que
ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os extratos aquoso, MAA, hidroalcoolico 60
e 10%, entretanto, os resultados foram satisfatrios (abaixo de 1g de amostra/g DPPH), visto
que a atividade antioxidante é expresso em ECso, que equivale a quantidade de gramas da
amostra necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH, assim, quanto menor o ECso, Ou seja,
guanto menor a quantidade de amostra utilizada para reduzir o DPPH, maior a atividade
antioxidante (Rufino et al., 2007a). Ao comparar com 0S outros extratos, observou-se que 0
alcodlico apresentou a menor atividade antioxidante, sendo necessério 9,71 g da amostra para
reduzir 50% do radical DPPH.

Os resultados obtidos pelos métodos ABTS e FRAP expressam a capacidade antioxidante
dos compostos presentes nos extratos, desta forma, quanto maior o resultado obtido maior € a
quantidade de compostos com atividade antioxidante. Em relacdo ao método ABTS, podemos
observar que os resultados apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os solventes
utilizados para extracdo, sendo que o hidroalcodlico 10% foi capaz de extrair uma maior
guantidade de compostos antioxidantes. De acordo com Moon e Shibamoto (2009) o método
ABTS tem sido bastante utilizado para avaliar compostos de carater lipofilico e hidrofilico, com
isso, os resultados continuam sugerindo que os compostos fendlicos presentes na farinha da
casca da batata possuem um carater mais polar.

Os resultados obtidos pelo método FRAP sdo expressos como no ABTS, entretanto,
observou-se que os valores do FRAP em todos os extratos foram menores quando comparado
com o método ABTS. Isto se deve ao fato de que neste método é avaliada a capacidade dos
compostos de reduzir o ion férrico Fe3* (forma mais oxidada) a ion ferroso Fe 2* (forma de ferro
mais estavel) (Rufino et al., 2006) e, por isso, 0s resultados ndo expressam todos 0s
antioxidantes presentes na amostra. Desta forma, também foi possivel observar que o solvente
hidroalcodlico 10% (Tabela 5) foi capaz de extrair maiores teores de compostos que reduzem

o ferro.
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3.3. Efeito dos parametros na extracdo assistida por ultrassom (EAU) dos

compostos fendlicos

Pelos resultados obtidos na extragdo convencional, o solvente hidroalcodlico 10%
apresentou melhores resultados e, com isso, foi usado como solvente no delineamento
experimental para extracdo assistida por ultrassom dos compostos fendlicos. Os niveis
utilizados e os ensaios experimentais obtidos pelo delineamento DCCR sdo apresentados na
Tabela 6.

Conforme ja mencionado, esse delineamento forneceu treze ensaios, associado as variaveis
independentes (tempo e temperatura) que foram aplicadas no banho ultrassénico, e a variavel
resposta (compostos fendlicos totais), incluindo cinco pontos centrais para avaliar a

repetibilidade dos dados e estimar o erro experimental.

Tabela 6. Matriz do delineamento experimental DCCR de duas variaveis independentes e a

resposta do teor de compostos fendlicos totais.

Ensaios Tempo (min) Temperatura (°C) CFT
X1 X2 (mg EAG/100g)

1 15 (-1) 30 (-1) 354,64
2 55 (1) 30 (-1) 374,90
3 15 (1) 60 (1) 337,53
4 55 (-1) 60 (1) 348,20
5 6,7 (-1,41) 45 (0) 352,41
6 63,3 (1,41) 45 (0) 352,66

7 35 (0) 23,8 (-1,41) 362,52

8 35 (0) 66,2 (1,41) 228,48
9(C) 35 (0) 45 (0) 376,89
10 (C) 35 (0) 45 (0) 364,76
11 (C) 35 (0) 45 (0) 363,75
12 (C) 35 (0) 45 (0) 370,94
13 (C) 35 (0) 45 (0) 373,17

CFT = compostos fendlicos totais, (C) = ponto central. Solvente: hidroalcodlico 10%.

Como pode ser observado nos resultados obtidos para os diferentes ensaios (Tabela 6), o
teor de compostos fendlicos totais variou de 228,48 a 376,89 mg EAG/100g, apresentando um
aumento de 19,4 a 24,8% quando comparado com o extrato hidroalcodlico 10% obtido pelo
método convencional (Tabela 5), 0 que ja era esperado, pois 0 ultrassom provoca o fendmeno
de cavitacdo, causando ruptura da célula e quebra das particulas pelas correntes geradas no meio
para aumentar a taxa de transferéncia de massa entre a amostra e o solvente (Paniwnyk et al.,
2009).



63

Por meio desses resultados foi possivel realizar a analise dos efeitos dos fatores para a
variavel resposta (compostos fenolicos totais) (Tabela 7). Observou-se que apenas 0s termos
lineares e quadraticos da variavel temperatura foram estatisticamente significativos ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05), indicando que esse parametro interferiu no teor de compostos

fenélicos totais.

Tabela 7. Anélise dos efeitos do delineamento experimental DCCR de duas variaveis

independentes para o teor de compostos fenolicos totais (variavel resposta).

Fatores Coeficiente de Erro T calculado p-valor
regressao
Média 369,90 11,56 32,01 0,0000
(X1) Tempo (L) 3,91 9,14 0,43 0,6815
(X12) Tempo (Q) -1,23 9,80 -0,13 0,9033
(X2) Temperatura (L) -29,17 9,14 -3,19 0,0152
(X2?) Temperatura (Q) -29,17 9,80 -3,04 0,0189
(X1. X2) 1L by 2L -2,40 12,92 -0,019 0,8580

*Em negrito para p < 0,05. L: linear, Q: quadréatica. 95% de significancia (p < 0,05).

Com uso de uma analise de regressdo multipla, uma equacdo foi ajustada aos dados,
considerando somente os coeficientes significativos a p<0,05 para obter um modelo ajustado.
Essa equacdo descreve o teor de compostos fendlicos previsto pelo método em funcdo das
variaveis codificadas (Rodrigues e lemma, 2014). Desta forma, o modelo ajustado fica

caracterizado pela seguinte equacéo (Eq. 2).

CFT (mg EAG/100 g) = 369,90 — 29,17X>— 29,17 X2 )

Para validar o modelo experimental em relacdo ao teor de compostos fenolicos totais é
necessario avaliar os dados obtidos pela analise de variancia (ANOVA) (Tabela 8) e observar
se 0 modelo é estatisticamente significativo, ou seja, R? suficiente, Fregressiorresiduos > Frabelado €
Fraita de ajuste/erro puro < Franelado. O cOeficiente de determinagéo/explicacdo (R?) determina uma
proporcdo da variagdo explicada pela equagdo de regressdo em relacdo a variacdo total das
respostas e também avalia se os dados preditos pelo programa estatistico e os dados
experimentais estdo bem correlacionados, sendo que quanto maior o R? melhor o modelo esta

se ajustando aos dados experimentais (Rodrigues e lemma, 2014).



64

Neste delineamento experimental, com duas varidveis independentes, foi encontrado um
R2? = 75,52%, ou seja, a equacao explica apenas 75,52% da variacdo total das respostas e ao

avaliar a analise de variancia (Tabela 8), notou-se que o F calculado da regressdo

(Fregressaorresiduos) foi de 15,4, maior que o valor de Franelado de 4,10 € 0 valor de F falta de ajuste

(Fralta de ajusteferro) foi de 81,2, maior que o valor Franelado de 6,16. Como o F calculado da falta
de ajuste foi maior que o F tabelado e a porcentagem da variacéo explicada (R?) ndo foi muito
boa, cerca de 75,52%, concluiu-se que o modelo ndo se ajusta bem aos dados experimentais,
pois os valores do teor de compostos fendlicos totais obtidos foram muito proximos entre os
ensaios realizados, o que indica que dentro da faixa estudada as variaveis independentes nao

apresentaram efeito nas respostas.

Tabela 8. Anélise de variancia (ANOVA) do delineamento experimental DCCR com duas

variaveis independentes para o teor de compostos fenolicos totais.

Fonte de variagdo = Soma dos Graus de Quadrado Feal Ftab
quadrados liberdade médio
Regressao 9204,5 2 4602,3 15,4 4,10
Residuos 2983,6 10 298,4 - -
Falta de ajuste 2959,3 6 493,2 81,2 6,16
Erro puro 24,3 4 6,1 - -
Total 12188,2 12 - - -

*Fcal: valores calculados de F (Fregressdo/residuos ou Ffalta de ajuste/erro), Ftab: valores tabelados de F a p <
0,05, R2=75,52%

3.4. Otimizacdo da extragcdo assistida por ultrassom (EAU) dos compostos

fendlicos

Para melhorar o modelo experimental em relacdo a variavel resposta (compostos fenolicos
totais), foi realizado um novo delineamento composto central rotacional (DCCR) com trés
variaveis independentes (tempo, temperatura e razao solido-solvente), resultando em 19 ensaios
e cinco pontos centrais para avaliar a repetibilidade dos dados e estimar o erro experimental.
Os niveis utilizados e 0s ensaios experimentais obtidos pelo delineamento sdo apresentados na
Tabela 9.
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Neste delineamento, observou-se que as respostas apresentaram uma maior variagdo entre
0s ensaios realizados, variando de 333,9 a 450,4 mg EAG/100g e com um aumento de 15,09 a
37,05% quando comparado com o extrato hidroalcodlico 10% obtido pelo método convencional
(Tabela 5). Além disso, com o aumento de mais uma varidvel independente (razdo soélido-
solvente) houve um aumento de 16,32 a 31,57% quando comparado com os resultados obtido
no delineamento experimental de duas varidveis. Em relacdo aos pontos centrais, podemos
observar uma pequena varia¢do entre os cinco ensaios, indicando uma boa repetibilidade do

processo.

Tabela 9. Matriz do delineamento experimental DCCR de trés varidveis independentes e a

resposta do teor de compostos fendlicos totais.

Ensaios Tempo (min)  Temperatura (°C)  Razao solido- CFT
X1 X2 solvente (g/mL) (mg EAG/100g)
1: X3
1 20 (-1) 30 (-1) 20 (-1) 355,3
2 55 (1) 30(-1) 20 (-1) 381,2
3 20 (-1) 60 (1) 20 (-1) 342,5
4 55 (1) 60 (1) 20 (-1) 350,0
5 20 (-1) 30 (-1) 40 (1) 417,4
6 55 (1) 30 (-1) 40 (1) 441,2
7 20 (-1) 60 (1) 40 (1) 408,6
8 55 (1) 60 (1) 40 (1) 4175
9 8,0 (-1,68) 45 (0) 30 (0) 383,4
10 66,9 (1,68) 45 (0) 30 (0) 424,7
11 37,5 (0) 19,8 (-1,68) 30 (0) 382,3
12 37,5 (0) 70 (1,68) 30 (0) 383,4
13 37,5 (0) 45 (0) 13,18 (-1,68) 333,9
14 37,5 (0) 45 (0) 46,82 (1,68) 450,4
15 (C) 37,5 (0) 45 (0) 30 (0) 404,5
16 (C) 37,5 (0) 45 (0) 30 (0) 401,2
17 (C) 37,5(0) 45 (0) 30 (0) 411,2
18 (C) 37,5 (0) 45 (0) 30 (0) 398,9
19 (C) 37,5 (0) 45 (0) 30 (0) 403,4

CFT = compostos fendlicos totais, (C) = ponto central. Solvente: hidroalcodlico 10%.

Os fatores apresentados na Tabela 10 foram avaliados e mostraram que o termo linear (L)
da variavel tempo e os termos lineares e quadraticos (Q) das varidveis temperatura e razao
solido-solvente foram estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 5% (p<0,05),
indicando que todas as varidveis independentes interferiram na extracdo dos compostos
fendlicos. Desta forma, 0 modelo ajustado com os termos estatisticamente significativos foi

caracterizado pela seguinte equagéo (Eqg. 3):
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CFT (mg EAG/100 g) = 403,96 + 9,93X1 - 5,47Xz - 8,09X2? + 33,07 — 4,80X32 (3)

Tabela 10. Analise dos efeitos do delineamento experimental DCCR de trés varidveis

independentes para o teor de compostos fendlicos totais (variavel resposta).

Fatores Coeficiente Erro T calculado p-valor
de regressao
Média 403,96 3,40 118,91 0,0000
(X1) Tempo (L) 9,93 2,06 4,82 0,0009
(X1?) Tempo (Q) -0,60 2,06 -0,29 0,7784
(X2) Temperatura (L) -5,47 2,06 -2,66 0,0262
(X2?) Temperatura (Q) -8,09 2,06 -3,93 0,0035
(X3) Razéo solido - solvente (L) 33,07 2,06 16,07 0,0000
(X5?) Razéo solido - solvente (Q) -4,80 2,06 -2,33 0,0445
(X1. X2) 1L by 2L -4,16 2,69 -1,55 0,1560
(X1. X3) 1L by 2L -0,09 2,69 -0,03 0,9748
(Xa. X3) 1L by 2L 1,44 2,69 0,53 0,6059

*Em negrito para p < 0,05. L: linear, Q: quadrética. 95% de significancia (p < 0,05).

O modelo experimental com trés varidveis foi validado pela analise de variancia (ANOVA)
(Tabela 11), com um coeficiente de determinacdo R? = 96,315% (0 modelo explicou 96,315%
da variacdo total das respostas), F calculado da regressdo de 67,9 maior que o valor de F
tabelado de 3,03 e o valor de F falta de ajuste de 3,06 menor que o valor de F tabelado de 6,00.

Desta forma, o modelo € considerado valido no intervalo de 95% de confianga e se ajusta
bem aos dados experimentais, sugerindo uma concordancia satisfatoria entre as respostas
obtidas e previstas, sendo que a equacao do modelo ajustado podera prever de forma confiavel

as condicdes ideais para extracdo dos compostos fendlicos.

Tabela 11. Anélise de variancia (ANOVA) do delineamento experimental DCCR com trés

variaveis independentes para o teor de compostos fendélicos totais.

Fonte de variacdo  Soma dos Graus de Quadrado Feal Ftab
guadrados liberdade médio
Regressdo 17776,03 5 3555,20 67,9 3,03
Residuos 680,615 13 52,35 - -
Falta de ajuste 594,44 9 66,05 3,06 6,00
Erro puro 86,17 4 21,54 - -
Total 18456,64 18 - - -

*Ftab: valores tabelados de F a p < 0,05, R? = 96,315%
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A adequacdo do modelo também pode ser confirmada pela Figura 2 que descreve 0s
valores experimentais e os valores preditos pelo modelo ajustado e podemos observar que
existe uma boa concordancia entre eles, ou seja, 0s pontos estdo muito préximos da linha

ajustada.
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Figura 2. Valores experimentais e preditos pelo modelo para a resposta compostos fendlicos
totais (CFT).

Na Figura 3 estdo apresentadas as superficies de resposta para o teor de compostos
fenolicos totais, em funcao do tempo, temperatura e razao sélido-solvente, por meio do modelo
proposto na Equacdo 3. Por meio dessa anélise € possivel determinar as condi¢des étimas do
processo para obter um maior teor de compostos fenélicos da farinha da casca da batata.

A Figura 3A mostra o efeito do tempo e da temperatura no teor de compostos fenolicos
totais, e podemos observar que, um tempo de extracdo maior e a temperatura em torno de 40 a
50°C no banho ultrassénico, sera possivel obter um maior teor de compostos fendélicos. De
acordo com Kazemi e colaboradores (2016) um maior tempo de extracdo contribui na ruptura
da parede celular, melhorando a penetracao do solvente nas células, pois como as células estardo
danificadas, os compostos fenolicos sdo liberados em niveis mais altos. Wang e colaboradores
(2020), que avaliaram a extracdo dos compostos fenolicos da casca da batata pela extracdo
assistida por ultrassom, observaram que um tempo de extracdo prolongado foi capaz de produzir
um maior rendimento de extragdo, pois a liberacdo dos compostos é um processo controlado

por difusdo e por isso é dependente do tempo.
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Figura 3. Grafico de superficie de resposta mostrando o efeito do tempo versus temperatura
(A), tempo versus razao sélido-solvente (B) e temperatura versus razao sélido-solvente (C) no

teor de compostos fendlicos totais (CFT).

Zivkovi¢ e colaboradores (2018) afirmaram que a temperatura também tem influéncia na
extragdo, pois em temperaturas maiores ocorre o enfraquecimento das interagcdes dos compostos
fendlicos entre proteinas e entre polissacarideos e com isso aumenta sua taxa de difusao.

Pela Figura 3B foi possivel verificar que para obter um maior teor de compostos fendlicos
deve-se utilizar um maior tempo de extracdo no banho ultrassénico e uma maior razdo solido-
solvente. O solvente apresentou uma influéncia direta no teor dos compostos fenolicos e isso é
devido a maior quantidade de solvente ser capaz de penetrar nas células vegetais (Zivkovié et
al., 2018). Além disso, Paleologou e colaboradores (2016) afirmaram que quanto maior a razéo
solido-solvente maior é o rendimento dessa extracdo, pois a transferéncia de massa € afetada
pelo gradiente de concentracéo entre sélido e o liquido, entdo se a quantidade do solvente for

menor afetara a transferéncia dos compostos fendlicos devido a varios equilibrios que ocorrem
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na solucdo, levando a uma resisténcia dessa transferéncia para o solvente. A superficie de
resposta da Figura 3C confirma os resultados apresentados acima, mostrando que em uma
temperatura em torno de 40 a 50°C e uma maior razdo sélido-solvente é possivel obter um
maior teor de compostos fendlicos.

O grafico da desejabilidade também é uma ferramenta utilizada para obter as condi¢Ges de
extragdo Otimas para a recuperagdo dos compostos fenolicos. Este gréafico informa a
combinacéo dos niveis dos fatores necessarios para alcangar a otimizacdo desejada, ou seja, 0s
ajustes necessarios para alcancar a melhor resposta y do processo (Paleologou et al., 2016).
Neste caso, a desejabilidade desse processo (Figura 4) informa que o teor de compostos
fendlicos alcancara seu valor méximo quando o tempo for de 66,9 minutos, a temperatura de

44 ,9°C e a razdo sélido-solvente de 1:46,82 m/v.

Tempo (min) Temperatura (°C) Razao solido- Desirability
X1 X2 solvente 1:X3 (miv)
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Figura 4. Perfis para valores previstos e desejabilidade para um maior teor de compostos
fendlicos totais (CFT).

Para validar o modelo de predicdo, ou seja, a otimizacdo desejada em relacdo aos
compostos fendlicos, foi realizada a extragdo assistida por ultrassom nas condi¢Ges 6timas
previstas e os resultados sdo apresentados na Tabela 12. Foi possivel observar que houve um

aumento significativo do teor de compostos fendlicos quando comparado com os resultados
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obtidos no delineamento experimental de trés varidveis, o que confirma a validacéo e preciséo
do modelo, pois o teor de compostos fendlicos esta dentro da faixa de valores determinado pelo

gréfico da desejabilidade (Figura 4).

Tabela 12. Condiges 6timas e o valor experimental de resposta sob essas condicées.

Condigdes 6timas Analises*
Tempo Temperatura Razéo* CFT DPPH ABTS FRAP
(min) (°C) (m/iv)
66,9 44,9 1:46,82 461,72+0,82 1,04+0,01 1254,18+1,47 406,71+0,64

*Meédias + desvio padrdo de trés repeti¢des. Razdo = sélido-solvente (1:X), CFT = compostos fendlicos totais (mg EAG/100g),
DPPH = EC50 (g de amostra/g de DPPH), ABTS = uM de Trolox/g de amostra, FRAP = uM de Trolox/g de amostra.

Kumari e colaboradores (2017) avaliaram os compostos fenolicos da casca da batata
extraidos com metanol 80% pelo método da extracdo assistida por ultrassom e encontraram
niveis variando de 217 a 328 mg EAG/100g, enquanto Venturi e colaboradores (2019)
realizaram a extracdo dos compostos fenolicos da casca da batata utilizando também o solvente
hidroalco6lico 10% e em seus resultados, conseguiram extrair cerca de 395 mg EAG/100g, teor
inferior que ao encontrado no presente estudo.

Foi analisada também a atividade antioxidante desse extrato obtido nas condi¢des 6timas a
partir dos diferentes meétodos DPPH, ABTS e FRAP. Como ja mencionado anteriormente,
devido aos diferentes mecanismos envolvidos nos processos antioxidantes e como cada método
avalia diferentes compostos, é necessario realizar mais de um método para obter uma melhor
conclusdo sobre a atividade antioxidante (Albishi et al., 2013). Em relacdo ao método DPPH, o
resultado continua sendo satisfatério (préximo 1 g de amostra/g DPPH), pois é necessario
apenas 1,04 g da amostra para reduzir 50% do radical DPPH.

O método ABTS tem sido bastante utilizado para avaliar misturas complexas de compostos
antioxidantes, tais como extrato de plantas, bebidas e fluidos bioldgicos e consegue estimar a
atividade de compostos puros, tanto lipofilica como hidrossoltveis (Nenadis et al., 2004). Desta
forma, observou-se que a quantidade de compostos antioxidantes avaliado pelo método ABTS
apresentou um aumento de quase 15% quando comparado com o extrato obtido na extracédo
convencional.

Safdar e colaboradores (2017) realizaram a extracdo de compostos fendlicos da casca de
kinnow (Citrus reticulate L.) por técnicas de maceragéo e extragdo assistida por ultrassom e

observaram que ao utilizar o solvente hidroalcodlico 50% a atividade antioxidante pelo método
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FRAP foi de 212,9 uM de Trolox/g de amostra, valor menor que o encontrado no presente

estudo.

3.5. Anélise morfologica por MEV

A morfologia da farinha da casca da batata e do residuo obtido apds a extracdo dos
compostos pela extracdo convencional (sem ultrassom) e pelas condigdes otimizadas (com
ultrassom), usando como solvente o hidroalcodlico 10%, foram realizadas por Microscopia
eletronica de varredura (MEV) e sdo apresentados na Figura 5. Esta anélise foi realizada para

observar o efeito do ultrassom nas células da farinha da casca da batata.

SElI  10kV x500 50pm — SEl 10KV
LabMic-UFG: Farinha = LabMic-UFG: Farinha

o S A

! 3 >
SEI  10kV S— SEI  10kV x10,000 1um
LabMic-UFG: RSU LabMic-UFG: Desejabilidade

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura da farinha da casca da batata (A) e (B) e do

residuo apds extracdo sem ultrassom (C) e com ultrassom (D).

As Figuras 5A e 5B representam as estruturas da farinha da casca da batata sem nenhum
tratamento. Foi possivel constatar a presenca dos granulos de amido (setas em vermelho),
devido seu formato eliptico caracteristico de amido de batata e uma superficie com aspecto

aspero, irregular e com tamanho e forma variada. Segundo Kaur e colaboradores (2022) as
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estruturas quebradas presentes nas Figuras 5A e 5B indicam uma estrutura proteica alterada e
fibra bruta quebrada que contribui para uma maior liberagdo dos compostos fendlicos.

Na farinha da casca da batata (Figura 5B) observou-se uma superficie da célula mais
fechada e lisa, enquanto a estrutura do residuo obtido apds a extracdo dos compostos pela
extragdo convencional (sem ultrassom) (Figura 5C) apresentou uma superficie mais rugosa e
com algumas rachaduras. Ao comparar com o residuo obtido pelas condi¢des otimizadas (com
ultrassom) (Figura 5D), percebeu-se que o0 ultrassom provocou alteragdes em suas células,
levando a formacéo de cavidades e aumento da rugosidade da superficie, o que provavelmente
facilitou a penetracdo do solvente e acelerou a liberagdo dos compostos fenolicos da casca da
batata. Esse resultado também foi observado por Wang e colaboradores (2020) que avaliaram
a extracdo dos compostos fenolicos da casca da batata pela extracdo assistida por ultrassom e
afirmam que a cavitacdo, um fenbmeno provocado pelo ultrassom, causa danos as células e

provoca aberturas ocas.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho indica que a casca da batata pode ser considerada uma fonte de
compostos fendlicos, sendo que o solvente hidroalcodlico 10% apresentou melhor resultado
para a extracdo desses compostos, um solvente considerado ecologicamente correto, ndo toxico,
barato e acessivel para ser aplicado nos processos de extracdo. Além disso, pode-se dizer que
ao usar esse solvente a tecnologia de extracdo sera sustentavel e segura.

O delineamento experimental DCCR mostrou ser uma ferramenta valiosa na determinacéo
das condigdes ideais para obtencdo dos compostos fendlicos, sendo que além dos pardmetros
tempo e temperatura, € necessario adicionar mais uma variavel, como a razdo sélido-solvente
para obter um modelo mais ajustado. O estudo demonstrou também que o uso do ultrassom
aumentou a eficiéncia dessa extracdo, o que é possivel confirmar nas imagens do MEV devido
a alteracdo que o ultrassom provocou nas células da casca da batata.

Além disso, neste estudo, a superficie de resposta indicou que quanto maior o tempo de
extracdo e da razdo solido-solvente e a temperatura em torno de 40 a 50°C é possivel obter um
maior teor de compostos fendlicos, o que foi comprovado com uso do grafico da desejabilidade

e da validacdo do modelo previsto. Esses resultados sdo promissores e confirmam o potencial
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dessa tecnologia para recuperacao dos compostos fenolicos e valorizagdo dos residuos gerados

no processamento de alimentos.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi obter um extrato concentrado de compostos fendlicos (CF) da
farinha da casca da batata usando o solvente hidroalcoolico 10% (alcool etilico 10%, v/v),
avaliar suas atividades bioativas e nanoencapsular a partir da gelificacdo ibnica da quitosana
com o reticulador tripolifosfato (TPP), visando sua aplicacdo como aditivo para alimentos e
produtos farmacéuticos. Para a extragdo dos CF foi utilizada uma metodologia sequencial com
maceracao, percolacdo e ultrassom, sendo obtido também um extrato controle sem a etapa do
ultrassom. A metodologia foi capaz de extrair de forma eficiente os CF, entretanto, nédo
apresentou diferenca significativa entre o controle e o extrato ultrassonificado, mostrando que
o0 ultrassom associado ao método de percolacdo nédo interferiu na extracdo desses compostos
(1884,86 e 1869,85 mg EAG/100 g com e sem ultrassom, respectivamente). Em relagcdo a
atividade antioxidante, apenas 0 método ABTS apresentou diferenca estatistica entre os dois
extratos (5099,59 e 4534,98 uM de Trolox/g de amostra com e sem ultrassom, respectivamente)
e ndo apresentaram toxicidade e atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas. Pela
cromatografia acoplada com espectrometria de massa foram detectados os compostos fendlicos

trigonelina, &cido galico, protocatéquico, p-cumarico e vanilico, como também foram
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encontradas concentracdes significativas de maltose e glicose. A producéo das nanoparticulas
de quitosana apresentou uma eficiéncia de encapsulacéo de 14,08%, um teor de CF de 263,59
mg EAG/100g e uma atividade antioxidante de 198,13 e 0,39 uM de Trolox/g de amostra para
ABTS e FRAP respectivamente, sendo que esses dados podem ser melhorados testando novos

parametros de encapsulacao.

Palavras-chaves: bioensaio, gelificacdo idnica, nanoparticulas, quitosana, solvente eco

friendly, tubérculo.

1. INTRODUCAO

As batatas (Solanum tuberosum L.), juntamente com o milho, arroz e trigo, sdo
consideradas uma fonte alimentar basica consumida em todo 0 mundo. Como a casca da batata
é descartada durante seu processamento, toneladas desse residuo sdo gerados anualmente,
provocando problemas de saneamento e ambientais (Wang et al., 2020).

Essa hortalica tuberosa € uma fonte de fitoquimicos, sendo que sua casca e 0s tecidos
préximos contém aproximadamente 50% dos compostos fendlicos (CF) com atividade
antioxidante natural, quando comparado com a sua polpa, sendo os principais CF encontrados
na casca da batata os acidos clorogénico, caféico, vanilico, ferulico, p-cumarico, gélico,
protocatéquico e vanilina (Schieber e Saldana, 2009). Esses compostos com capacidade
antioxidante conseguem prevenir ou controlar a formacéo dos radicais livres que causam efeitos
negativos a salde, como também apresentam efeitos positivos no controle de alguns tipos de
cancer, doencas cardiovasculares e disturbios inflamatdrios (Shahidi, 2000).

Desta forma, o uso da casca da batata para producdo de extratos polifendlicos oferece
grande espaco para utilizacdo na industria e também para geracdo de renda para processadores
de alimentos, reduzindo assim os danos ambientais (Kumari et al., 2017). Atualmente, o0 uso de
solventes alternativos, denominado também de solventes eco friendly, como etanol, agua,
fluidos supercriticos e glicerol vem sendo aplicados nos trabalhos por serem de baixo custo,
ndo toxicos e ecologicamente corretos (Paleologou et al., 2016; Venturi et al., 2019;
Chakraborty, Uppaluri, Das, 2020; Brahmi et al., 2022).

Apesar dos beneficios promissores da suplementacdo de produtos alimenticios com CF, ha

uma serie de preocupac0es pela sua instabilidade em fungéo da variagdo do pH, da temperatura,
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da presenca de oxigénio, luz e ions metalicos. Uma técnica frequentemente usada para superar
a instabilidade desses compostos € a nanoencapsulacdo, que permite a imobilizacdo e protecdo
dos CF a fim de melhorar sua estabilidade e biodisponibilidade quando aplicados em alimentos
(Gomez-Mascaraque et al., 2017).

As nanoparticulas poliméricas vém recebendo atencdo nas Ultimas décadas por serem
consideradas atdxicas, estaveis, biodegradaveis e podem ser preparadas a partir de varios
polimeros, como proteinas, pectina, celulose, goma, quitosana, amido e gelatinas (Feyzioglu e
Tornuk, 2016). A quitosana é o principal polimero utilizado na preparacdo de nanoparticulas
por apresentar algumas propriedades importantes como atividade antimicrobiana,
biodegradavel por bactérias presentes no intestino, biocompativel, além de ser um produto
natural, ndo-toxico, renovavel, de baixo custo e apresentar um reconhecimento geral como
seguro (GRAS - Generally Recognized as Safe) (Keawchaoon e Yoksan, 2011; Simeoni,
Menezes, De Martins, 2014).

Existem varias técnicas utilizadas para producdo de nanoparticulas, como emulsificacdo
espontanea, complexacao de polieletrolitos e gelificacdo ibnica. A técnica de gelificacdo idnica,
conhecida também como gelificacdo ionotrdpica ou reticulacéo idnica, tem se destacado por ser
um processo atoxico, livre de solvente organico, controlavel, simples, mais eficiente para a vida
util do composto, apresenta alta capacidade de carga, boa dispensabilidade em agua e uma
melhor liberacdo controlada de compostos bioativos encapsulados (Bagheri, Ariaii,
Motamedzadegan, 2021). Neste método ocorre uma interacao eletrostatica entre o grupo amina
da quitosana (sitios positivos na estrutura) com um grupo de polianion carregado negativamente
de um agente de ligagéo (reticulador), como o tripolifosfato (TPP) (SILVA et al., 2021).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi obter um extrato concentrado de compostos
fenolicos da farinha da casca da batata usando solvente eco friendly hidroalcodlico 10% (alcool
etilico 10%, v/v), avaliar suas atividades bioativas e nanoencapsular o extrato a partir da
gelificacdo i0nica da quitosana com o reticulador TPP, visando sua aplicagdo como aditivo para

alimentos e produtos farmacéuticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima
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A casca da batata (Solanum tuberosum L.) foi doada por um restaurante local, localizado
na cidade de Goiania (Goias). Ap6s o recebimento, a casca em lascas foi lavada em &gua
corrente, a fim de retirar sujeiras e impurezas, e sanitizada em solugéo de hipoclorito de sodio
na concentracdo de 200 ppm, por 10 minutos. Em seguida, foi acondicionada em bandeja de
aluminio para secagem em estufa a 50°C, por 48 horas. Depois de seca, a casca em lascas foi
triturada em moinho (TE-633, TEC MILL) obtendo-se um produto com granulometria de 20
mesh, denominado de farinha de casca de batata e, em seguida, foi acondicionado em sacos

plasticos e estocado em freezer a -18 °C.

2.2. Extrato hidroalcoodlico concentrado da farinha da casca da batata

A obtencéo do extrato hidroalcodlico concentrado da farinha casca da batata foi realizada
de acordo com Mendes et al. (2021a), com modificacbes, usando-se o solvente hidroalcodlico
10% (alcool etilico 10%, v/v) e aplicando-se a metodologia da extracao assistida por ultrassom
(EAU) nas condicGes 6timas encontradas pelo delineamento experimental (Batista et al., 2023),
como descrito na Tabela 1, para obter um extrato com maior teor de compostos fendlicos. Foi
feito também um extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da batata sem a etapa
do ultrassom, sendo esta amostra considerada como padrdo comparativo para avaliar o efeito
do ultrassom neste método de extracdo. O fluxograma da extracdo pode ser acompanhado na
Figura 1.

Inicialmente, realizou-se o umedecimento homogéneo da amostra (100g) em 4,7 litros do
solvente hidroalcoolico 10% (1: 47 m/v) e deixado por maceracao (agitacdo constante) durante
3 h, realizado ao abrigo da luz. A amostra macerada foi colocada no banho ultrassénico (Logen
Scientific), com frequéncia de operacao de 40 kHz, no tempo e temperatura descritos na Tabela
1, para aumentar a extracdo dos compostos bioativos.

Tabela 1. Condigdes 6timas obtidas no delineamento experimental para a extracao assistida por

ultrassom dos compostos fenolicos da farinha da casca da batata.

Condigoes otimas do delineamento experimental

Tempo (min) Temperatura (°C)  Razdo s6lido — solvente 1:X (m/v) Solvente extrator

67 45 1:47 Hidroalcodlico 10%
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A extracdo ocorreu pela ruptura das paredes celulares, com consequente aumento da
transferéncia de massa do contetdo celular para o solvente, provocado pelas bolhas produzidas
na extracdo liquido/sélido que colapsam e geram pressao localizada causando a ruptura e

melhorando a liberacdo de substancias intracelulares no solvente (Pandey et al., 2018).

Casca da batata in
natura

Lavagem com agua
corrente

[
Sanitizacao com solugao de
hipoclorito de sédio (200 ppm)
por 10 min

Lavagem com {

Agua eorrente Secagem em estufa a 50 °C
por 48h

Moagem em moinho para
obtencao da farinha da
casca dla batata

!

1009 da farinha e 4,7 Litros 1009 da farinha e 4,7 Litros
do solvente hidralcodlico do solvente hidralcoolico
10% (1:47 mlv) 10% (1:47 miv)

I |
Maceragio por 3 h em Maceragao por 3 h em
agitacao agitacao

Banho ultrassoénico
nas condicoes ideais

1) Percolagao 2) Rota evaporador
durante 24 h a45°C
1) Percolagao 2) Rota evaporador a \ }
durante 24 h 45°C Y
\ } Extrato hidroalcoélico
Y concentrado sem ultrassom

Extrato hidroalcodlico
concentrado com ultrassom

Figural. Fluxograma da producdo dos extratos hidroalcodlicos concentrados da farinha da

casca da batata com ultrassom e sem ultrassom.

Apbs o uso do ultrassom, o extrato foi transferido para o percolador, que foi previamente

acomodado com camadas de algod&o e papel filtro. O processo de percolacdo/lixiviacdo é
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utilizado para conseguir extrair o maximo dos compostos bioativos do material vegetal
macerado por meio da passagem do liquido na amostra em aparelhos conhecidos como
percoladores, permitindo assim a lixiviacdo de todos os compostos (Pandey e Tripathi, 2014).
Esse processo ocorreu durante 24 horas e o extrato foi retornado 4 vezes ao percolador,
iniciando o processo novamente. Apds o Gltimo ciclo, foi adicionado 1 litro do solvente puro
para extracdo de todo composto fenolico residual presente na amostra.

Em seguida, o extrato percolado foi concentrado em rota evaporador a 45 °C até a remogéo
de 95% do solvente extrator (&lcool etilico 10%), sendo obtido o extrato hidroalcodlico
concentrado com ultrassom e o extrato hidroalcodlico concentrado sem ultrassom, o qual foi
acondicionado em frascos &mbar e armazenados em freezer a -18 °C até a realizacdo das analises

posteriores.

2.3. Determinacéo do contetudo de compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos hidroalcodlicos
concentrados da farinha da casca da batata, obtidos com e sem auxilio de ultrassom, foram
determinados pelo método de Folin—Ciocalteau, conforme descrito por Zielinski e Koztowska
(2000) que se baseia na reacdo colorimétrica de oxidacao/reducdo de fendis. Os resultados
foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de amostra (mg
EAG/100g).

2.4. Atividade antioxidante

Os ensaios antioxidantes (DPPH, ABTS e reducdo de ions férricos - FRAP) foram
realizados nos extratos hidroalcodlicos concentrados da farinha da casca da batata obtidos com
e sem auxilio do ultrassom, usando a metodologia descrita por Rufino et al. (2010).

Para atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), a leitura foi
realizada a 515 nm e monitorada a cada 5 minutos, sendo que nesse periodo ocorreu a reducdo
da absorbancia até a sua estabilizacdo. O valor da absorbancia estabilizada foi usado para os
calculos e os resultados foram expressos em EC50 (g amostra/g DPPH), ou seja, a quantidade
de amostra necessaria para reduzir 50% da concentracao inicial do radical DPPH.

A atividade antioxidante pelo método ABTS (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfonico)) foi determinada em uma absorbancia de 734 nm e a leitura realizada apds 6 minutos



85

da mistura dos reagentes com a amostra. Os resultados foram expressos em pmol de
equivalentes de Trolox por grama de amostra (UM trolox/g amostra).

A atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro — FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), foi realizada também conforme metodologia descrita por Rufino et al.
(2010). A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm apds 30 minutos da mistura dos
reagentes com a amostra e os resultados foram expressos em pumol de equivalentes de Trolox

por grama de amostra (UM trolox/g amostra).

2.5. Perfil dos compostos fendlicos por CLAE

O perfil de compostos fendlicos presentes nos extratos hidroalcodlicos concentrados da
farinha da casca da batata obtidos com e sem auxilio do ultrassom foi realizado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD/UV-Vis - Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo) no Laboratorio Central de Analises quimicas da UFLA (Lavras, MG), seguindo a
metodologia descrita por Abreu et al. (2021). O aparelho incluia quatro bombas de alta presséo
(modelo LC-20AT), detector de arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), desgaseificador,
(modelo DGU-20A5), interface de CBM-20A, forno CTO-20AC e amostrador automatico
(modelo SIL-20A). Foi utilizada uma coluna de cromatografia Shimadzu Shim-pack ODS
GVP-C18 (4,6 x 250 mm, 5 mm) ligada a pré-coluna Shimadzu-pack ODS GVP-C18 (4,6 x 10
mm, 5um).

A fase mével foi composta por 2% (v/v) de acido acético em agua deionizada (fase movel
A) e 70:28:2 (v/v) de metanol/agua/acido acético (fase movel B), a uma taxa de fluxo de 1,0
mL/ min com programa de eluicéo de gradiente: 20 % B (0-5 min), 45 % B (25-43 min), 80%
(50 min), 0% B (55-65 min) e tempo de execucdo de 65 minutos. Antes da injecdo das amostras,
os extratos foram filtrados utilizando-se filtros de seringa H-PTFE com 0,22 um e, entdo foi
utilizado um volume de injecéo de 20 uL, sendo os espectros UV-vis registrados em 270, 280,
320 e 360 nm e a separacdo realizada a 15°C. Os compostos fendlicos foram identificados
comparando os tempos de retencdo com padrdes acido galico, catequina, acido clorogénico,
acido cafeico, acido ferulico, acido transcindmico, vanilina, quercetina, acido m-cumarico,
acido p-cumarico, acido o-cumarico. Os resultados foram expressos em mg do composto
fenolico/100 g da amostra.

A espectrometria de massas de alta resolucdo Q-Exactive Orbitrap (EMAR) foi realizada

no Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagdo (CRTI) da Universidade
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Federal de Goias (UFG) para identificacdo de compostos fendlicos presentes na amostra. Os
extratos foram filtrados através de filtros de seringa Chromafil Xtra PA de 0,45 um e a anélise
foi realizada no equipamento Orbitrap de alta resolucéo e alta precisdo (Q-exativo) em modo
de varredura completa (faixa m / z 150 a 750) usando uma interface de eletrospray (ESI) em
modo negativo e as seguintes condi¢des foram aplicadas: tenséo de pulverizacdo 3,5 kV, taxa
de fluxo de gas de revestimento 30, taxa de fluxo de gas auxiliar 10, temperatura capilar 350°C
e temperatura do aquecedor de gas auxiliar 250°C. Os dados da massa dos ions moleculares
foram avaliados usando o software Thermo Scientific Xcalibur™ que também forneceu uma
lista de possiveis formulas elementares, sendo que o erro aceitavel para confirmacdo de

composic¢des elementares (formula molecular) foi estabelecido em menor que 5 ppm.

2.6. Perfil de agucares e acidos organicos por CLAE

A técnica empregada para a determinacdo de acgUcares e acidos organicos nos extratos
hidroalcodlicos concentrados foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), realizada
no Laboratério de Engenharia Bioquimica da UFG. As amostras foram centrifugadas a 6000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado utilizando o filtro Merck Millipore Express™
de nylon com porosidade 0,22 pum para entdo ser injetado no equipamento. Foi utilizado
cromatdgrafo “Shimadzu, modelo Prominence, com coluna Shim-pack SCR 102HG protegida
por pré-coluna SCR 102HG.

As substancias foram visualizadas a partir do detector de indice de refracdo (RID-20A) e
UV-VIS (SPD-20A), mantendo temperatura do forno em 50 °C e fluxo da fase movel de acido
perclérico 5 mM em 0,600 mL/min. Em relacéo aos padr6es, foram usados a sacarose, maltose,
xilose, glicose, frutose, xilitol, glicerol, etanol e acido acético. A concentragdo dos compostos

foi expressa em g/L.

2.7.Bioensaio de toxicidade

A avaliagdo da toxicidade dos extratos hidroalcoolicos concentrados foi realizada pela
metodologia de bioensaio com Artemia salina proposta por Meyer et. al (1982) com algumas
modificagdes. Os ovos de A. salina (0,5g) foram pesados e misturados em 100 mL de solucéo
de sal marinho a 3,5% e colocados em recipiente bem iluminado e oxigenado por um periodo

de 48 horas até a eclosdo dos ovos.
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Para a realizacdo da analise, primeiramente os extratos foram centrifugados a 6000 rpm
durante 10 minutos e filtrados em papel filtro para diminuir sua turbidez. Em seguida, foram
separados 12 tubos de ensaio para a avaliacdo de cada extrato e nestes foram colocados 1 mL
de solucéo de sal marinho a 3,5% e 10 exemplares de Artemia salina (dez individuos de Artemia
por tubo), capturados individualmente com uma pipeta de Pasteur. Para cada extrato avaliado
foram testadas quatro concentragdes diferentes: 100, 70, 40 e 10 uL do extrato/mL de solugdo
salina, todas em triplicata, sendo que os volumes adicionados ndo foram superiores a 100 uL,
pois equivale a 10% do volume total do tubo de ensaio, e em um volume maior de extrato
poderia alterar a concentracao de sais e nutrientes do meio e afetar a sobrevivéncia das Artemias
(resultado falso positivo). Apds 24 horas sob iluminacéo, foi feita a contagem de A. salina vivas
para o calculo da porcentagem de sobrevivéncia em relagédo as concentragdes dos extratos.

Para gerar o grafico do percentual (%) de sobrevivéncia versus concentracdo do extrato em
mg/mL foi determinado o teor de solidos totais dos extratos afim de calcular a quantidade de
amostra nos diferentes volumes utilizados na analise (100, 70, 40 ¢ 10 uL). Para isso, 0 teor de
umidade dos extratos foi determinado utilizando o método gravimétrico de aquecimento da
amostra em estufa a 105 °C até peso constante e o resultado subtraido a 100% correspondeu a

% de solidos sollveis nos extratos (g/g).

2.8. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos concentrados da farinha da casca
de batata com e sem auxilio de ultrassom foi determinada conforme Chaul et al. (2022),
seguindo o método de microdilui¢do em caldo de acordo com a recomendacéo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2012), de forma que sete patégenos, Bacillus cereus
ATCC 14579, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus DF2A-MC1-
Sal (isolado de queijo Minas frescal no Laboratdrio de Pesquisa em Controle de Qualidade de
Alimentos e Medicamentos), Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 e
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 foram utilizados para a determinacdo da Concentracao
Inibitoria Minima (CIM) em condicGes de aerobiose.

Os patdgenos foram ativados e crescidos em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e cultivados
durante 24 horas a 35 °C. Em seguida, foram transferidos para placas contendo agar BHI e
cultivados durante 24 horas a 35 °C para obtengdo de coldnias isoladas. Para o preparo e



88

diluicdo das amostras, primeiramente, os extratos foram esterilizados em membranas filtrantes
PVDF (difluoreto de polivinilideno) de 0,22 um e, em seguida, 1 g da amostra foi misturada
com 9 mL de caldo Mueller Hinton duplo em tubos de ensaio com tampa de rosca previamente
autoclavados (121 °C por 15 minutos), sendo agitados até solubilizagcdo. Desta forma, foram
obtidas duas amostras, uma com o extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da
batata com ultrassom e outra com o extrato concentrado sem ultrassom.

Em microplacas estéreis de 96 orificios, foram adicionados 100 pl do caldo Mueller Hinton
duplo a partir da coluna 2 até a 12. Na primeira coluna, foram adicionados 200 pl dos extratos
preparados anteriormente (concentragdo maior), e foram feitas diluicGes seriadas até a coluna
11, ou seja, foi retirado 100 pl da coluna 1 e foi transferido para a coluna 2 e assim
sucessivamente até a coluna 11, a fim de obter diferentes concentra¢Ges do extrato a partir da
concentracéo inicial. Essa etapa foi realizada para os dois extratos, sendo que uma placa foi
usada para realizar a triplicata das duas amostras.

Para determinar a CIM, o in6culo bacteriano foi preparado, adicionando-se uma colénia do
meio &gar BHI em tubo de ensaio com 3 mL de solucdo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,85%
(m/v) previamente esterilizada e, posteriormente, os tubos foram homogeneizados por 15
segundos para que a leitura a 625 nm em espectrofotdbmetro estivesse no intervalo de
transmitancia entre 79,4% e 83,2%. Em seguida, 500 pL da suspensdo bacteriana foi transferida
para um tubo de ensaio com 4,5 mL de solucdo de NaCl 0,85%, para obter uma concentracao
do indculo de aproximadamente 10” UFC/mL. Logo ap6s o preparo, foi adicionado 5 pl desse
indculo em todos os orificios da placa, sendo que a coluna 12 foi considerada o controle positivo
do crescimento do microrganismo (meio de cultura + indculo). As placas foram incubadas a 35
°C por 16 a 20 horas. Ap6s o periodo de incubacdo foram adicionados 20 pl de cloreto de
trifenil tetrazolium (TTC) a 0,5% em todos 0s pocos da placa e incubados novamente por 30
minutos. A CIM foi considerada como sendo a menor concentragdo do extrato capaz de inibir
0 crescimento bacteriano, ou seja, o orificio com a menor concentracdo do extrato que nao

apresentou crescimento microbiano (coloracéo vermelha apés adigdo do TTC).

2.9. Desenvolvimento das nanoparticulas

Para melhorar a biodisponibilidade dos compostos fendlicos presente no extrato
hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da batata, foram desenvolvidas nanoparticulas

de quitosana pelo método de gelificacdo idnica descrita por Madureira, Pereira e Pintado (2016)
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e Silva et al. (2015), sendo que o extrato utilizado foi o que apresentou melhores resultados nas
andlises anteriores. Para isso, uma solugdo de quitosana 0,2% foi preparada pela dissolu¢édo em
acido acético a 0,1 M a 25 °C e mantida sob agitacdo magnética durante 1 hora seguida de 30
minutos no banho ultrassénico (Logen scientific). Logo apos esse periodo, a solucéo foi filtrada
e 0 volume completado para 100 mL com &cido acético a 0,1 M. Em seguida, foi preparado
uma solucéo de tripolifosfato de sodio (TPP) a 0,1% em agua destilada sob agitagdo magnética
durante 30 minutos.

Apbs o preparo das solugdes, 1 mL do extrato hidroalcodlico concentrado foi adicionado
lentamente, gota a gota, em 15 mL de solugdo de quitosana 0,2% enquanto se agitava a
temperatura ambiente. Para induzir a gelificacdo ibnica, 6 mL de TPP foram adicionados gota
a gota nesta solucdo em uma distancia de 10 cm e mantida sob agitacdo magnética durante 1

hora. Controles de nanoparticulas sem o extrato também foram produzidos pelo mesmo método.

2.9.1. Determinacdo das propriedades fisicas

As propriedades fisicas, como o tamanho da particula, indice de polidispersao (PDI) e
potencial zeta das nanoparticulas de quitosana com extrato e do controle (nanoparticulas sem
extrato) foram avaliadas pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) utilizando o
equipamento Zetasizer Nano-ZS90 do Laboratério de Nanosistemas e Dispositivos de
Liberacdo Modificada de Farmacos (NANOSY'S) da Universidade Federal de Goiés. Para isso,
as suspensdes de nanoparticulas foram colocadas em banho ultrassénico (Logen Scientific)
durante 4 minutos para obter uma suspensdo mais homogénea (Hosseini et al., 2015). Em

seguida, as medi¢des foram realizadas em triplicata a 25°C.

2.9.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Microscopio Eletrdnico de Varredura foi utilizado para caracterizacdo morfoldgica das
nanoparticulas de quitosana com extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da
batata e do controle (nanoparticulas sem extrato) e a analise foi realizada no Laboratorio
Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucéo (LabMic) do Instituto de Fisica da UFG. Para
isso, uma aliquota das amostras foi depositada (gotejada) em laminulas de vidro para secagem
em temperatura ambiente por 24h. Apos esse tempo, as laminulas foram fixadas a porta amostra
"stub™ com uma fita dupla face de carbono e, em seguida, foram recobertas com material
condutor (ouro), usando o sistema para deposicdo de filmes de ouro Desk V (Denton Vaccum
LLC, Moorestown, New Jersey, USA) e analisadas no Microscépio Eletronico de Varredura
(MEV) JSM - 6610, JEOL, Tokyo, Japan, equipado com EDS, Thermo Scientific NSS Spectral
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Imaging. Além da avaliagdo da morfologia, as imagens do MEV foram utilizadas para
determinar o tamanho aproximado das nanoparticulas por meio do sofware ImageJ.
2.9.3. Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das nanoparticulas

Para determinar o total de composto fenolico aprisionado nas nanoparticulas e sua atividade
antioxidante foi necessario dissolvé-las seguindo a metodologia descrita por Woranuch e
Yoksan (2013), com modificagdes. Desta forma, apds a producdo das nanoparticulas, a
suspensdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos e as particulas coletadas foram lavadas
duas vezes com agua destilada, seguindo o mesmo procedimento. Apds a lavagem, as particulas
umidas foram dispersas em &gua destilada (7 mL), agitadas e mantidas a 6 °C. Um volume desta
nova suspensdo (2 mL) foi misturado com 5 mL de &cido cloridrico a 1M e colocado em banho
ultrassénico a 40 °C durante 30 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado 1 mL de etanol
(&lcool etilico 95%) a mistura e foi centrifugado novamente a 9000 rpm durante 1 minuto e
entdo o sobrenadante foi analisado seguindo a metodologia descrita anteriormente para
determinacdo de compostos fendlicos (método de Folin—Ciocalteau) e atividade antioxidante
por DPPH, ABTS e FRAP.

2.9.4. Determinacdo da eficiéncia de aprisionamento das nanoparticulas

Ap0s a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais, a eficiéncia de aprisionamento
das nanoparticulas (eficiéncia de encapsula¢do — EE) foi calculada usando a equacédo (Eq. 1)
descrita por Ahmad et al. (2017).

Teor de composto fenélico nas nanoparticulas
EE% = ( P P ) x 100 )

Teor do composto fendlico no extrato

2.10. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em trés repeticdes e em triplicata. Os dados foram
apresentados com média e desvio padrdo e submetidos a ANOVA, utilizando o teste t Student
pelo programa estatistico Sisvar® (Ferreira, 2019). Os valores de p<0,05 foram considerados

como significativamente diferentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Compostos fenolicos e atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos

concentrados da farinha da casca da batata

Nesta pesquisa foram obtidos dois extratos, provenientes da farinha da casca da batata,
sendo que o primeiro foi preparado com auxilio de ultrassom chamado de extrato hidroalcodlico
concentrado com ultrassom e outro que passou somente pela etapa da maceracao e percolagéo,
chamado de extrato hidroalcoolico concentrado sem ultrassom para observar o efeito do
ultrassom nesse método de extrag&o.

Observou-se que o teor de compostos fendlicos totais ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) entre os dois extratos (Tabela 2), mostrando que o ultrassom associado
ao meétodo de percolacdo ndo interferiu na extracdo desses compostos. Foi possivel notar
também que apenas os resultados do método ABTS apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre os extratos.

Tabela 2. Teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos

concentrados da farinha da casca da batata.

Anélise Extratos
Extrato hidroalcodlico Extrato hidroalcoélico
concentrado com ultrassom concentrado sem ultrassom
CFT (mg EAG/100 g) 1884,86 + 13,792 1869,85 + 18,202
DPPH (g de amostra/g de DPPH) 0,0690 + 0,0022 0,0876 + 0,012
ABTS (UM de Trolox/g de amostra) 5099,59 + 194,62 4534,98 + 166,5°
FRAP (UM de Trolox/g de amostra) 2868,25 + 146,8? 2878,71 + 122,22

Meédias * desvio padréo de trés repeticdes. Letras iguais nas colunas ndo se diferenciam entre si pelo Teste t Student com nivel

de significancia p < 0,05. CFT = compostos fendlicos totais, EAG = equivalente de acido galico.

A percolacdo € um método que exige bastante tempo, mas € um método de extracdo
simples, barato e eficiente para lixiviar os compostos da amostra para o solvente. Neste método,
o material vegetal macerado é colocado no percolador e a solugdo é re-circulada
progressivamente no percolador para enriquecer o extrato, sendo que esse fluxo de percolacéo
é capaz de melhorar a taxa de transferéncia de massa para o solvente (Magnusson, Moraes e
Prado, 2021).
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O ultrassom foi utilizado para melhorar a penetracdo do solvente na matriz da amostra,
devido a ruptura das paredes celulares que aumenta a transferéncia de massa do contetido
celular para o solvente, e com isso, auxiliaria no processo de extracdo durante a percolacéo.
Neste trabalho, observou-se que para o material vegetal utilizado (casca da batata) o processo
de percolacdo foi capaz de extrair o contedtdo mé&ximo de compostos fendlicos sem a
necessidade da aplicacéo do ultrassom.

Dependendo da matriz vegetal utilizada, o ultrassom melhora a extragdo dos compostos
fenolicos durante a percolacdo, como foi observado por Mendes (2021b), que ao realizar a
extracdo dos compostos bioativos da casca e semente de jabuticaba, uma matriz com uma
capacidade antioxidante maior que a casca de batata, concluiu que o ultrassom associado ao
percolador aumentou a extracdo dos fendlicos quando comparado com o extrato que passou
somente pelo percolador.

Embora o uso de ultrassom ndo tenha aumentado a eficiéncia da extragdo dos compostos
fendlicos, os resultados obtidos no presente estudo foram satisfatorios. Magnusson e
colaboradores (2021) utilizaram o método de percolacéo para extrair compostos fenolicos da
azeitona selvagem em solvente hidroalcodlico 20% e encontraram valores variando de 44 a 82
mg EAG/100 g, um valor menor que o encontrado no presente estudo.

Em relacdo ao método DPPH, a atividade antioxidante é expressa em ECso, que equivale a
quantidade de gramas da amostra necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH (Rufino et
al., 2007a) e, de acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), foi necessaria uma gquantidade
pequena dos extratos (menos de 1 g) para reduzir 50 % do radical DPPH, mostrando uma boa
capacidade antioxidante.

Ao contrario do método de DPPH, os métodos ABTS e FRAP expressam a capacidade
antioxidante dos compostos presente nos extratos, desta forma, quanto maior o resultado obtido
maior é a quantidade de compostos com atividade antioxidante. No presente trabalho os extratos
apresentaram valores superiores quando comparado ao trabalho de Albishi et al. (2013), que
avaliaram a atividade antioxidante dos subprodutos de diferentes espécies de batata e

encontraram valores variando de 415,52 a 1832,92 uM de Trolox/g de amostra.
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3.2. ldentificacdo dos compostos nos extratos hidroalcéolicos concentrados da

farinha da casca da batata

Os compostos fendlicos que foram identificados e quantificados pela cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-DAD/UV-Vis) séo apresentados na Tabela 3. Observou-se que apenas
0s compostos trigonelina e &cido galico foram quantificados, sendo 0s outros compostos ndo
localizados ou estavam presentes em niveis abaixo do limite de quantificacdo pelo método
aplicado.

O acido galico, conhecido como &cido 3,4,5-triidroxibenzéico (C7HsOs), € um composto
fenolico que apresenta varias propriedades bioldgicas, como antioxidantes, antiinflamatoria,
antibacteriana e sdo encontradas em produtos naturais, incluindo a casca da batata (Mohdaly et
al., 2010; Kang et al., 2018).

Tabela 3. Quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos dos extratos hidroalcéolicos
concentrados da farinha da casca da batata por CLAE-DAD/ UV-vis a 280 nm.

Composto fendlico Extratos
Extrato hidroalcoodlico Extrato hidroalcodlico
concentrado com ultrassom concentrado sem ultrassom
Trigonelina (mg/100g) 1295,19 + 16,83? 1214,60 + 33,412
Acido galico (mg/100g) 91,01 £6,17° 72,09 + 28,54

Médias + desvio padrdo de trés repeti¢des. Letras iguais nas linhas ndo se diferenciam entre si pelo Teste t Student com nivel

de significancia p < 0,05.

Além do acido gélico, foi detectado a trigonelina, um alcaléide vegetal derivado da
vitamina B6, conhecida quimicamente como acido N-metilnicotinico (C7H7NO2) que apresenta
propriedade antioxidante, antibacteriana, hipoglicémico, hipolipidémico, efeitos antivirais e
antitumorais (Marcucci e Benassi, 2013; Zhou, Chan, Zhou, 2012). Esse composto também &
encontrado na familia Solanaceae, que inclui as batatas, e esta presente em todo o tubérculo,
sendo menos abundante em batatas vermelhas (Chaparro et al., 2018).

Mohdaly e colaboradores (2010) avaliaram o extrato metanolico da casca da batata
(Solanum tuberosum cv Diamond) e pela anéalise do perfil de fenolicos por cromatografia foram
detectados os acidos clorogénico, galico, p -cumarico e cafeico. Enquanto Frontuto e
colaboradores (2019) ao realizarem a extragdo dos compostos fendlicos da casca da batata

usando diferentes concentracdes de etanol, encontram nos extratos o acido clorogénico, cafeico,
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feralico, p-cumaérico, vanilico, protocatéquico e rutina, o que ndo foi observado no presente
estudo.

Pothitirat e colaboradores (2010) relataram em seu estudo que os métodos de extracdo
podem afetar os componentes bioativos de uma planta. Como os extratos hidroalcoolicos
concentrados da farinha da casca da batata foram obtidos a partir de varias etapas, como
maceracao, ultrassom, percolacdo e concentracdo em rotaevaporador, pode ter ocorrido a
degradacdo ou modificacdo dos compostos fenolicos individuais durante aplicacdo desses pré-
tratamentos (Frontuto et al., 2019). Além disso, o0 método Folin-Ciocalteu avalia todos os
grupos fendlicos encontrados nos extratos, incluindo aqueles encontrados nas proteinas
extraiveis e a maioria dos fendlicos ndo apresentam a mesma atividade antioxidante, ou seja,
alguns compostos apresentam uma atividade mais poderosa, outros sdo mais fracos e podem
desenvolver efeitos antagbnicos ou sinérgicos entre si ou com outros constituintes dos extratos,
como por exemplo, uma acéo antioxidante obtida pela combinag&o de fendlicos e proteinas na
amostra (Zielinski e Kozlowska, 2000). Desta forma, ndo € possivel detectar todos os
compostos fendlicos presentes na amostra, devido a falta de uma grande parte dos padrdes
fenolicos na anélise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD/UV-Vis).

De acordo com Magbool e colaboradores (2020) quando séo utilizados filtros de seringas
para filtrar extratos vegetais pode ocorrer o aprisionamento das biomoléculas na membrana e
com isso influenciar nas analises posteriores, ja que alguns acidos fenélicos estdo presentes nas
plantas como agliconas livres ou ligadas em forma conjugada, como nos carboidratos. No
presente trabalho, os extratos foram concentrados, eliminando-se uma boa parte do solvente e
aumentando-se a quantidade de solidos soluveis; desta forma; o filtro utilizado para realizar a
filtracdo dos extratos pode ter retido alguns desses compostos, influenciando sua deteccdo na
analise. Ao comparar os extratos hidroalcodlicos concentrados com e sem o uso do ultrassom
observou-se que os resultados ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a
trigonelina e o acido gélico, confirmando que o ultrassom associado ao método de percolacdo
ndo influenciou na extracdo desses compostos.

Os extratos foram avaliados também por espectrometria de massa, no modo de ionizagao
negativo, para determinar de forma mais eficiente outros compostos que poderiam estar
presente nas amostras, ja que os metabolitos fenolicos podem ser encontrados na sua forma
livre, esterificadas, glicosiladas, e ligadas a parede celular, sendo capazes de serem detectados
pela espectrometria de massa (Das et al., 2020). Os ions que foram detectados (m/z), juntamente
com seu tempo de retengdo, erro aceitavel, formula molecular gerada pelo software e 0 nome

do possivel composto sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados espectrométricos de massa dos compostos identificados nos extratos
hidroalcdolicos concentrados da farinha da casca da batata.

Extrato hidroalcoélico concentrado com ultrassom

TR [M-H] Fragmento do ion (m/z) Erro ppm Formula Composto esperado

(m/z) molecular

3,29 439,08722 377;327;209;195;165 0,2680 C19H20012 1-acidopropanodioico-4-acido
cafeoilquinico

3,29 377,08609 327;209;195;165 -1,6400 Ci1sH1509 Geshoidina
3,29 327,09372 209;195;165 4,6840 C11H20011 Glicosilxilosideo
3,29 209,02989 195;165 3,3312 CsH100s Acido D-glucérico
3,29 195,05048 165 2,8240 CeH1207 Acido 2,4,5,6-tetra-
hidroxihexandico
4,94 191,01917 173 2,8320 CeHsOy Acido citrico
10,83 153,01851 109,02 1,7960 C7Hs04 Acido Protocatéquico
15,34 163,03929 119,04 1,9590 CoHgO3 Acido p-cumérico
16,23  167,03468 152;138;123;108 4,7580 CsHgO4 Acido vanilico
26,14  329,22338 309;248 4,706 C18H3405 Acido pinélico

Extrato hidroalcodlico concentrado sem ultrassom

3,26 439,08743 377;327;209;195;165 0,74616 CigH20012  1-acido propanodidico-4-4cido
cafeoilquinico

3,26 377,08618 327;267;209;195;165 -1,40156 C18H1809 Geshoidina
3,26 327,09375 267;209;195;165 4,77609 C11H20011 Glicosilxilosideo
3,26 209,02992 195;165 3,47477 CesH100s Acido D-glucérico
3,26 195,05052 165 3,02932 CeH1207 Acido 2,4,5,6-tetra-
hidroxihexanoico
4,49 191,01921 174 3,04153 CesHsO7 Acido citrico
10,95 153,01854 109,02 1,9920 C7HeO4 Acido Protocatéquico
19,41  163,03928 119,04 1,8980 CyHgO3 Acido p-cumérico
26,13  329,23380 316;248 4,706 CisH3405 Acido pinélico

TR = tempo de retenc&o.

Além da trigonelina e acido galico presente nos extratos, foi possivel identificar pelos
espectros de massa 0s compostos fendlicos &cidos protocatéquico e p-cumarico, tanto no extrato
ultrassonificado como no extrato obtido sem o uso do ultrassom, sendo que apenas no extrato
hidroalcodlico concentrado com ultrassom foi encontrado o composto fenolico acido vanilico.

O 4cido clorogénico e seus isdmeros, que sao as principais moléculas presentes na casca
da batata, ndo foram identificadas nos extratos e isso pode ser atribuido as condicGes de
extracao, solvente e método utilizado neste trabalho (Sampaio et al., 2020). Os acidos organicos
estdo presentes naturalmente nos vegetais (Boeira et al., 2022) e no presente estudo foram
encontrados o acido citrico, 1-a4cido propanodidico-4-acido cafeoilquinico e acido 2,4,5,6
tetrahidroxihexandico.

Na Tabela 4, observou-se a presenca de outra variedade de composto fenélico nos dois

extratos, a geshoidina, um glicosideo naftaleno (B-sorigenin-8-O-B-D-glicosideo) que em
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alguns estudos ja demonstrou propriedades antioxidantes (Alemu, Abegaz e Bezabih, 2007;
Chen et al., 2020). O acido D-glucérico, um composto natural, ndo toxico e encontrado em
varias frutas e vegetais (Zolaszek et al., 2008), também foi detectado nos dois extratos
concentrados da casca da batata. Segundo Zoéttaszek e colaboradores (2008) esse composto e
seus derivados apresentam propriedades anticancerigenas, neutralizando 0s compostos com
potencial carcinogénico, além de apresentar protecdo antioxidante de proteinas, lipidios e
material genético, podendo ser utilizado na prevencdo ndo s6 do cancer, mas também de
doencas cardiovasculares e inflamatorias.

Foi avaliado também o perfil de acucares e &cidos organicos (Figura 2) nos extratos
hidroalcdolicos concentrados da farinha da casca da batata por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), a fim de caracteriza-los quanto a presenca de glicose, sacarose, xilose,

frutose, xilitol, glicerol, &cido acético e etanol.
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Figura 2. Cromatogramas dos extratos hidroalcoolicos concentrados da farinha da casca da
batata com ultrassom (A) e sem ultrassom (B) por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE).
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Ambos os cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos concentrado com ultrassom (Figura
2A) e sem ultrassom (Figura 2B) apresentaram similaridade em toda a faixa de aquisi¢do e 0s
principais acUcares detectados foram maltose, xilose e glicose.

De acordo com Galdino e colaboradores (2020), varios agucares foram detectados apds o
uso de uma extracdo sequencial para recuperacdo de compostos da casca da batata, como
manose, &cido galacturénico, xilose, glicose, acido glucurdnico, galactose, ramnose e
arabinose, advindos principalmente do amido e de outros polissacarideos ndo amilaceos que
estdo presentes naturalmente na casca da batata, como celulose, hemicelulose e pectina.

Vérios fatores influenciam a hidrdlise de monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos, como pH, temperatura, configuracdo anomerica, forma e tamanho do anel,
como também presenca de enzimas (Ribeiro e Seravalli, 2007). Desta forma, o processo de
extracdao dos compostos fendlicos da casca da batata realizado no presente trabalho provocou a
hidrélise da hemicelulose em xilose e do amido em maltose, em uma concentracdo de 3,89 e
1,7 g/L de maltose e xilose respectivamente para o extrato hidroalcodlico concentrado com
ultrassom e de 3,26 e 1,98 g/L de maltose e xilose respectivamente para o extrato hidroalcoolico
concentrado sem ultrassom.

E valido ressaltar que a casca da batata ¢ composta aproximadamente por 1,4% de aglcares
soluveis totais e 0,6 - 0,9% de agUcares redutores (Raigond et al., 2020) e pela analise realizada
no presente estudo foi detectado cerca de 1,1 e 1,06 g/L de glicose nos extratos hidroalco6licos
concentrado com ultrassom e sem ultrassom, respectivamente.

Xaropes de glicose e maltose ja vém sendo utilizados pelas industrias de alimentos como
conservante e adocgante, além de serem utilizados para a fabricacdo de biscoitos, contribuindo
para a parte aromatica e estrutural do produto, como a¢do umectante que evita a perda de dgua
do alimento e previne contra a dureza e fragilidade (Jesenicnik, 2008). Com o resultado obtido
neste trabalho tem-se uma oportunidade para aplicacdo dos extratos hidroalcodlicos
concentrados da farinha da casca da batata como um adogante natural em alimentos.

Pela Figura 2 observou-se também a presenca de etanol em uma menor concentracdo
(intensidade baixa do pico) de 0,31 e 0,41 g/L nos extratos hidroalcodlicos concentrados com
ultrassom e sem ultrassom respectivamente. Esse teor de etanol apresentado nos cromatogramas
é devido especialmente ao solvente utilizado na extracdo dos compostos fendlicos (alcool etilico
10%), que mesmo sendo concentrado em rotaevaporador para a retirada do solvente, ainda foi

detectado uma concentragéo residual.
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3.3. Bioensaio de toxicidade dos extratos em Artemia salina

A Artemia salina, conhecida como artémia, € um microcrustaceo marinho de dgua salgada
que vem sendo utilizado em bioensaios para avaliagio preliminar de toxicidade. E um método
simples, barato, rapido, sensivel e confiavel para detectar compostos toxicos e bioativos em
extratos de plantas (Ferraz Filha et al., 2012). Além disso, é um teste considerado valido, pois
os efeitos causados pela toxina no animal séo aplicaveis ao homem, podendo prever possiveis
riscos aos seres humanos (Senigalia et al., 2020).

Desta forma, o efeito tdxico sobre os exemplares de Artemia Salina foi analisado em
extratos hidroalcoodlicos concentrados da farinha da casca da batata com ultrassom (ECU) e sem
ultrassom (ESU) e os resultados estdo apresentados na Figura 3 que mostra a curva de
toxicidade da % da sobrevivéncia de Artemia Salina versus a concentragéo do extrato (mg/mL),
sendo que os volumes utilizados para o teste, como 100, 70, 40 e 10 puL/mL, equivalem as

concentragdes do extrato de 4,0; 2,8; 1,6 e 0,4 mg/mL, respectivamente.
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Figura 3. Taxa de sobrevivéncia de Artemia salina submetidas ao contato com 0s extratos
hidroalcodlicos concentrados da farinha da casca da batata com ultrassom (ECU) e sem
ultrassom (ESU).
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A CLso representa a concentracdo do extrato necessaria para matar 50% das larvas de
Artemia salina e segundo Nguta et al. (2011), os extratos brutos que apresentam CLso menor
que 100 pg/mL sdo considerados altamente toxicos, CLsg entre 100 pg/mL e 500 pg/mL sdo
moderadamente toxicos, CLsg entre 500 ug/mL e 1000 pg/mL séo levemente toxicos e CLsg
acima de 1000 ug/mL sdo considerados atoxicos.

Observou-se que nenhuma das concentragdes dos dois extratos estudados (Figura 3) atingiu
a taxa de mortalidade letal minima da CLso (linha preta), ou seja, os extratos apresentaram baixa
citotoxicidade frente a Artemia salina, mas ndo foram considerados totalmente atdxicos, pois
na concentracdo méaxima de 4 mg/mL ocorreu ainda 30% de morte desses microcrustaceos.

Como o0s extratos ndo apresentaram uma concentragdo minima para matar 50% dos
exemplares de Artemia e essa concentragdo foi maior que 1000 pg/mL, pode-se sugerir que 0S
extratos hidroalcoodlicos concentrados da farinha da casca da batata com ultrassom (ECU) e sem
ultrassom (ESU) ndo apresentaram compostos toxicos que seriam prejudiciais para 0s seres
humanos e o efeito toxico nos 30% das culturas de Artemia salina que morreram podem estar
relacionados a quantidade de etanol residual presente nos extratos concentrados, como
observado na analise do perfil de agucares e acidos organicos (topico 3.2).

Rodriguez e colaboradores (2009) afirmaram que o efeito toxico dos extratos da casca da
batata (CLso = 0,11 mg/mL) nas culturas de Artemia salina sdo devido a presenca de
glicoalcaldides, pois sdo compostos que apresentam toxicidade para os seres humanos
dependendo da quantidade ingerida (> 2 mg/kg de peso corporal). Desta forma, pode-se sugerir
gue a metodologia de extracdo usada neste trabalho foi capaz de obter um extrato livre de
glicoalcaldides ou com uma baixa concentracdo, ja que ndo foram detectados a presenca desses

compostos pelos espetros de massa, 0 que € uma vantagem para ser aplicado em alimentos.

3.4. Atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos concentrados da

farinha da casca da batata

A atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos concentrados da farinha da casca
da batata com ultrassom e sem o uso do ultrassom foram avaliados pelo meétodo de
microdiluicdo em caldo, onde é possivel observar a concentragdo minima do extrato capaz de
inibir o crescimento de patégenos. A Figura 4 mostra a microplaca utilizada para a realizagdo
da atividade antimicrobiana. Observou-se que 0s trés primeiros pogos da coluna 1 foram

utilizados para o extrato hidroalcodlico concentrado com ultrassom (ECU) e os trés pocos
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seguintes para o extrato hidroalcodlico concentrado sem ultrassom (ESU), definidos como a
triplicata de cada extrato.

Figura 4. Atividade antimicrobiana negativa em microplaca dos extratos hidroalcodlicos

concentrados da farinha da casca da batata com ultrassom (ECU) e sem ultrassom (ESU).

As diferentes concentracOes dos extratos para observar a inibicdo dos patdégenos variaram
da coluna 1 para a 11, ou seja, a coluna 1 correspondeu a maior concentracdo (4,4 mg/mL) e a
coluna 11 a menor concentragcdo (0,0043 mg/mL). Para todos os 7 patogenos testados, o
resultado foi 0 mesmo, em nenhuma concentracdo houve a inibicdo do crescimento, pois 0s
pocos apresentaram a coloragdo vermelha, que indica presencga de microrganismo.

Observou-se que as concentracdes testadas nesta metodologia incluiram as concentragfes
usadas no teste de toxicidade e, com esse resultado, pode-se afirmar que os extratos
hidroalco6licos concentrados, nessas concentracdes, apresentaram baixa toxicidade e auséncia
de atividade antimicrobiana.

Gebrechristos e colaboradores (2020) avaliaram a eficiéncia antimicrobiana do extrato
alcodlico da casca da batata para aplicacdo em filmes comestiveis e observaram atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella enterica, e Staphylococcus aureus e apds o
desenvolvimento do filme comestivel com o extrato observaram uma reducéo do crescimento
desses microrganismos, 0 que nao foi observado no presente estudo. Diferentes solventes
também podem influenciar na atividade antimicrobiana, como Chaul e colaboradores (2022)
observaram ao realizarem a analise de atividade antimicrobiana em extrato alcodlico e fracGes
usando hexano, diclorometano, acetato de etilo e 4gua de duas plantas (alecrim e orégano). Os

autores concluiram que as fragc6es com o solvente hexano e diclorometano de alecrim e o extrato
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alcodlico e a fracdo com hexano do orégano, apresentaram melhores resultados quando
comparado com o solvente aquoso.

No presente estudo ndo foram testados outros solventes, pois 0 objetivo da pesquisa foi a
utilizacdo de um solvente considerado ecologicamente correto, ndao toxico, barato e acessivel
para ser aplicado nos processos de extracdo, como o solvente hidroalcodlico 10%, e a realiza¢éo
das respectivas analises ap6s a obtencdo do extrato concentrado.

3.5. Propriedades fisicas e observagdes microscopicas das nanoparticulas de

quitosana

Para a processo de nanoencapsulacdo foi escolhido o extrato hidroalcodlico concentrado
da farinha da casca da batata com ultrassom, além disso, a concentracdo do extrato utilizada
para encapsulacdo foi baseada no teste de toxicidade, no qual foi escolhido um valor de
sobrevivéncia da Artemia salina igual a 80% como critério aceitavel para considerar o extrato
como ndo toxico e seguro para aplicacdo em alimentos, ou seja, uma concentracdo do extrato
de 2,8 mg/mL (70 uL do extrato/mL). Apds a nanoencapsulacdo, o perfil de distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas de quitosana carregada com extrato e as nanoparticulas sem
amostra (controle) sdo apresentados na Figura 5.

As nanoparticulas de quitosana sem amostra (Figura 5A) apresentaram uma distribuicdo
bimodal de tamanho de particulas, sendo o maior pico com uma média de 1090 + 88 nm em
uma intensidade de 97% e 0 menor pico com um tamanho médio de 5380 + 112 nm em uma
intensidade de 3%, que corresponde as particulas aglomeradas.

O indice de polidispersdo (PDI) é um parametro que indica a homogeneidade dos tamanhos
das particulas do sistema, como também é um indicativo do tamanho da largura dos picos da
Figura 5, ou seja, se esse indice for maior que 0,300 indica a existéncia de particulas com
tamanhos diferentes e ocorréncia de agregacdo/aglomeracdo (dispersdo heterogénea ou
polidispersa) (Hanaor et al., 2012). No presente trabalho, o PDI das nanoparticulas controle
(Figura 5A) foi de 0,420 + 0,137 indicando uma disperséo polidispersa dos tamanhos, como
também um indicativo de formac&o de aglomerados. E valido ressaltar que os tamanhos maiores
encontrados para essas particulas provavelmente sdo devido a formagédo de aglomerados que
influenciam na determinacdo do seu tamanho exato, pois pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) néo ocorre a separacdo dessas particulas e, com isso, o aglomerado é

detectado como uma particula de tamanho maior. (Hosseini et al., 2015).
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Figura 5. Curva de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana sem amostra (A)
e das nanoparticulas de quitosana com extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca

da batata com ultrassom (B).

A Figura 5B mostra a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana com o
extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da batata. Apos a encapsulacdo do
extrato, houve formacao de particulas com tamanhos variados em uma distribuicéo trimodal. O
primeiro pico apresentou um tamanho médio de 453 + 72 nm em uma intensidade de 27% e o
segundo e terceiro pico com um tamanho médio de 1220 + 141 e 5030 + 94 nm em uma
intensidade de 64% e 9,6%, respectivamente. Neste sistema o PDI foi de 0,505 + 0,011,
indicando uma disperséo polidispersa e com presenca de aglomerados.

Sotelo-Boyas e colaboradores (2017) relataram que apos a encapsulacédo do éleo essencial
de limdo pela metodologia de gelificacdo idnica, houve um aumento do tamanho das
nanoparticulas devido a adsorcdo do 6leo na superficie (nanoesfera) ou dentro da particula
(nanocapsula). Desta forma, o tamanho maior de 1220 + 141 nm encontrado nas nanoparticulas
com amostra deve-se ao encapsulamento do extrato.

Também foi avaliado o valor do potencial zeta, ou seja, 0 grau de repulsdo eletrostatico
entre as particulas devido a suas cargas superficiais. Quanto maior o valor do potencial zeta
(cargas negativas ou positivas) mais forte é a repulsdo entre as particulas e mais estavel é o

sistema, enquanto os valores menores de potencial zeta indicam uma tendéncia das particulas
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de se agregarem devido a atragdo superar a repulséo (Madureira, Pereira e Pintado, 2016). O
potencial zeta das nanoparticulas de quitosana controle (sem amostra) foi em torno de -5,0 +
0,07 mV, um valor baixo indicando forte atracdo e consequente agregacgdo entre as particulas.

Apos a encapsulacdo do extrato o valor do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
foi maior, cercade -13,0 + 0,21 mV, o que indica uma maior repulséo entre as particulas quando
comparado com o controle e uma maior estabilidade criada entre a quitosana e o extrato. Desta
forma, com o aumento dessa repulsdo (maior potencial zeta) algumas particulas ndo se
aglomeraram possibilitando determinar o seu tamanho de 453 + 72 nm pela anélise de DLS.
Resultados semelhantes foram observados por Feyzioglu e Tornuk (2016) que ao produzirem
nanoparticulas de quitosana sem amostra (controle) o valor do potencial zeta foi de -7,54 mV e
apos o encapsulamento com 6leo essencial de segurelha-de-verdo esse valor variou de -10,48 a
-21,12 mV e por Bagheri, Ariaii e Motamedzadegan (2021) que apds a producdo das
nanoparticulas de quitosana carregada com 6leo essencial de urtiga, em uma proporc¢éo 1:1, o
potencial zeta foi de aproximadamente +14,45 + 0,9 mV. Entretanto, o valor ainda é baixo e o
sistema ndo esta totalmente estavel, ja que segundo Soltanzadeh e colaboradores (2021) valores
de potencial zeta maior que +30 mV indicam uma alta estabilidade termodindmica das
particulas a longo prazo e menor tendéncia de formacao de agregados, valores em torno de £20
mV indicam estabilidade moderada de curto prazo e os valores em torno de £5 mV resultam
em nanoparticulas de baixa estabilidade e uma rapida agregacao.

Silva e colaboradores (2021) observaram um valor do potencial zeta de +31,8 + 0,7 mV e
tamanho de 295 nm das nanoparticulas de quitosana carregada com extrato do subproduto da
acerola, enquanto Algahtani e colaboradores (2021) produziram nanoparticulas de quitosana
carregadas com extrato da planta de Jatropha pelargoniifolia (JP) e observaram um valor do
potencial zeta de + 44 £ 1,6 mV e tamanho de 185 nm. Essas variacGes encontradas estdo
relacionadas ao tipo e peso molecular da quitosana usada para encapsulacédo, pH e concentracao
das solugdes de quitosana e TPP, volume e o tipo de extrato utilizado para producdo das
nanoparticulas, distancia do gotejamento e dentre varios outros fatores (Feyzioglu e Tornuk,
2016; Madureira, Pereira e Pintado, 2016).

Na Figura 6 estdo representadas as imagens obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura (MEV) das nanoparticulas de quitosana controle (Figura 6A) e carregadas com o
extrato hicroalcoolico concentrado (Figura 6B), a fim de fornecer informacdes da estrutura e

morfologia dessas particulas.
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Figura 6. Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas de quitosana sem amostra
(A) e das nanoparticulas de quitosana com extrato hidroalcoolico concentrado da farinha da

casca da batata com ultrassom (B).

Observou-se que as nanoparticulas apresentaram uma forma esférica irregular com
diferentes tamanhos e formagdo de aglomerados, sendo que na Figura 6A é perceptivel a
formagéo mais intensa de agregados que na Figura 6B, ou seja, as nanoparticulas de quitosana
carregadas com o extrato apresentaram uma forma mais definida e separada (menos agregacéo)
do que as nanoparticulas de quitosana controle (Figura 6A) e por isso foi possivel obter o
tamanho da particula de 453 + 72 nm. Desta forma, as observages microscopicas confirmaram
as possiveis aglomeragdes sugeridas nos resultados do PDI e potencial zeta.

Observacgdes morfoldgicas semelhantes foram relatadas por Cansu e colaboradores (2016)

que ao nanoencapsularem o 6leo essencial de segurelha-de-verdo usando a metodologia de
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gelificagdo ibnica da quitosana com TPP relataram também a presenga de nanoparticulas
esféricas com agregacdo em alguns locais.

Além da analise morfoldgica das nanoparticulas de quitosana, o sofware ImageJ foi usado
para quantificar o tamanho aproximado das particulas isoladas apds definir a escala da imagem
do MEV pela barra de escala (1 um) e medir na imagem de forma manual o seu didmetro
(comprimento). Na Figura 6A as nanoparticulas de quitosana controle apresentaram um
tamanho variando de 83 a 133 nm, enquanto as nanoparticulas de quitosana carregada com o
extrato (Figura 6B) o tamanho variou de 100 a 199 nm. O tamanho maior das particulas
observadas por DLS em comparacdo com o MEV pode ser resultado do inchago e agregacgéo
das nanoparticulas em solucdo, pois para 0 MEV as particulas sdo secas na laminula de vidro
em temperatura ambiente antes da avaliagdo das imagens e, por isso, o tamanho medido em
estado hidratado € maior que o tamanho medido em estado seco (Hosseini et al., 2015).

Woranuch e Yoksan (2013) também observaram essa diferenca dos tamanhos apds a
producdo de nanoparticulas de quitosana carregada com o composto fendlico eugenol, no qual
nas observacfes microscopicas encontraram o tamanho médio de 80 a 100nm e ao aplicar a

técnica de DLS encontraram valores variando de 586 a 683 nm.

3.6. Teor de compostos fenodlicos totais, eficiéncia de aprisionamento e atividade

antioxidante das nanoparticulas de quitosana

Para a determinacédo do teor de compostos fendlicos totais, eficiéncia de aprisionamento e
atividade antioxidante por trés métodos (DPPH, ABTS e FRAP) as nanoparticulas de quitosana
carregadas com extrato hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da batata com ultrassom
foram digeridas em solucéo de acido cloridrico (1 M) a 40 °C para permitir a liberacdo do
extrato encapsulado e realizacdo das analises. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos, o resultado mostrou que as nanoparticulas de
quitosana obtidas nas condigdes descritas no presente trabalho conseguiram encapsular um teor
de compostos fendlicos de 263,59 mg EAG/100g, uma reducdo de aproximadamente 86%
quando comparado com o extrato hidroalcodlico concentrado livre (Tabela 2) e uma eficiéncia

de aprisionamento desses compostos de apenas 14,08%.
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Tabela 5. Teor de compostos fenolicos, eficiéncia de aprisionamento e atividade antioxidante
das nanoparticulas de quitosana do extrato hidroalcoolico concentrado da farinha da casca da

batata com ultrassom.

Analise Nanoparticulas de quitosana
Extrato hidroalcoélico concentrado com ultrassom

CFT (mg EAG/100 g) 263,59 + 16,57
Eficiéncia de aprisionamento (%) 14,08 + 0,87
DPPH (g de amostra/g de DPPH) 96,86 + 6,07
ABTS (UM de Trolox/g de amostra) 198,13+ 13,41
FRAP (LM de Trolox/g de amostra) 0,39+ 2,35

Meédias + desvio padrdo de trés repeticdes. CFT = compostos fendlicos totais, EAG = equivalente de acido galico.

Resultado semelhante foi relatado por Woranuch e Yoksan (2013) que ao realizarem o
encapsulamento do composto fendlico eugenol em nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato
(TPP) para avaliar a influéncia da concentracéo inicial desse composto e do reticulador TPP na
eficiéncia de aprisionamento, observaram valores variando de 2,36% a 20,17%. Os autores
concluiram que quanto maior o teor de eugenol inicial maior a eficiéncia de encapsulacéo,
entretanto ao aumentar a concentracdo do reticulador TPP houve uma reducdo dessa
encapsulacgdo devido o encolhimento das nanoparticulas pelo maior grau de reticulacdo do TPP
com a quitosana e, com isso, 0 composto é espremido durante a formacdo da particula e o
encapsulamento ndo ocorre de forma eficiente.

Desta forma, a eficiéncia de aprisionamento dos compostos nas nanoparticulas de
quitosana é influenciada pelo peso molecular e tipo de quitosana, como também pelas
concentragdes iniciais da quitosana e do reticulador TPP usados para a gelificacdo idnica
(Madureira, Pereira e Pintado, 2016).

Bagheri, Ariaii e Motamedzadegan (2021) observaram que a taxa da eficiéncia de
encapsulacao das nanoparticulas de quitosana carregada com 0leo essencial de urtiga foi afetada
com o0 aumento da concentracéo inicial do 6leo devido ao nivel saturado nas nanoparticulas de
quitosana. Entdo, a concentracao inicial do composto usado para a produgdo das nanoparticulas
estd diretamente ligada a eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, essa eficiéncia pode ser
afetada pelas diferentes polaridades dos compostos fenolicos que influenciam na sua ligacéo

com as cadeias da quitosana, como também seu peso molecular que afeta o processo de retengédo
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do composto na matriz polimérica devido aos diferentes formatos da molécula (Medina-Torres
etal., 2019).

Com base nas determinacfes da atividade antioxidante nas nanoparticulas de quitosana
(Tabela 5), 0 método DPPH mostrou que para reduzir 50% do radical DPPH seria necessario
utilizar uma quantidade de aproximadamente 97 g de nanoparticulas (ECso), demonstrando uma
menor capacidade antioxidante quando comparado com o extrato livre (Tabela 2). Em relacéo
ao método ABTS e FRAP que expressam a capacidade antioxidante dos compostos presente
nos extratos, ou seja, quanto maior o resultado maior a quantidade de compostos com atividade
antioxidante, observou-se que os compostos fendlicos encapsulados (263,59 mg EAG/100g)
apresentaram uma atividade antioxidante de 198,13 e 0,39 uM de Trolox/g de amostra para o

método ABTS e FRAP, respectivamente.

4. CONCLUSAO

Os extratos hidroalcoolicos concentrados da farinha da casca da batata foram obtidos
utilizando os métodos de percolacdo e ultrassom e foi possivel observar que o uso somente da
percolacéo foi capaz de extrair os compostos fendlicos da casca da batata.

Os extratos apresentaram bons resultados em relacdo ao teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante e pela cromatografia acoplada com espectrometria de massa foram
detectados os compostos trigonelina, acido galico, protocatéquico, p-cumarico e vanilico. Além
disso, 0s extratos ndo apresentaram toxicidade, como também ndo apresentaram atividade
antimicrobiana nas concentracGes testadas. Os glicoalcaldides sdo compostos encontrados na
casca da batata e sdo considerados toxicos dependendo da quantidade consumida e, neste
trabalho, ndo foram detectados nos extratos avaliados, desta forma, a metodologia de extracdo
foi capaz de obter um extrato livre de glicoalcaldides e com concentragdes significativas de
glicose e maltose, 0 que é uma vantagem para aplicacdo em alimentos.

Apbs a nanoencapsulacao, os resultados revelaram que as concentrac6es usadas do extrato,
da quitosana e do reticulador TPP no presente trabalho, favoreceram a aglomeragéo das
particulas, dificultando a determinacdo exata do seu tamanho pela analise de DLS, sendo que
essa aglomeracdo foi comprovada pelas imagens da microscopia eletrénica de varredura.
Mesmo as nanoparticulas apresentando essa caracteristica, foi possivel encapsular o extrato

hidroalcodlico concentrado da farinha da casca da batata, que apresentou uma eficiéncia de



108

encapsulacdo de 14,08%, um teor de compostos fendlicos de 263,59 mg EAG/100g e uma
notavel atividade antioxidante.

Além disso, mesmo o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante nao ter
demonstrado resultados mais satisfatorios, ainda é vantajosa a nanoencapsulacdo de extratos
polifendlicos, ap6s ajustar melhor os parametros de encapsulacao, para protecdo em condi¢oes
adversas do meio, como também usar para liberagdo controlada do composto bioativo e como
ingredientes funcionais para incorporacdo em matrizes alimenticias a fim de aumentar seu teor

nutricional.
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