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Resumo

KRUMREICH, Fernanda Ddring. Obtencéo de 6leo de abacate por diferentes
processos: avaliacdo da qualidade, perfil de biocompostos e incorporacédo em
fibras ultrafinas de zeina. 2018. 115f. Tese (Doutorado) — Programa de PGs-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O abacate (Persea americana Mill), pertencente a familia Lauraceae € uma frutifera
subtropical que possui grande importancia econémica devido a qualidade nutritiva
dos seus frutos e do Oleo extraido da polpa, o qual possui grande similaridade de
composicao de acidos graxos com o azeite de oliva. Assim, o objetivo desse trabalho
foi obter 6leo da polpa de abacate da variedade Breda através de diferentes
processos caracterizar e utilizar o 6leo para a inclusdo em fibras ultrafinas de zeina
por meio da técnica de electrospinning. Para realizar a extracdo dos 6leos de
abacate, a polpa foi submetida tanto a secagem em estufa sob ventilacdo (40 °C e
60 °C) quanto em estufa a vacuo (60 °C) e a extragdo foi realizada por prensagem
mecanica ou por Sohxlet utilizando éter de petréleo como solvente. Os abacates da
variedade Breda sé&o frutos de porte grande contendo cerca de 72% de polpa em
relacdo ao peso total do fruto, destacando-se pelo expressivo conteudo de umidade,
proteinas e alta atividade antioxidante. Em relagé@o ao teor de 6leo obtido em funcéo
dos diferentes processos, ficou na faixa entre 25 a 43% com a prensagem mecanica
e, entre 43 a 55% com a extracdo por solvente. Apds a avaliacdo dos indices de
qualidade, de compostos bioativos e do perfil de acidos graxos, constatou-se, que o
teor de compostos bioativos foi superior quando a polpa de abacate foi seca a 60 °C
(estufa sob ventilacdo ou vacuo) e utilizado prensagem mecanica para a extracdo do
o0leo. Com intuito de desenvolver fibras ultrafinas de zeina pela técnica de
electrospinning, o 6leo de abacate que apresentou o maior teor de compostos
bioativos, dentre os quais, carotenoides, foi incorporado nas concentracdes de 15 e
30% (p/p) nas solucdes poliméricas de zeina a 20, 25 e 30% (p/v). Andlises das
solucbes poliméricas indicaram um aumento na viscosidade aparente com o
aumento da concentracdo de zeina, mas 0 mesmo ndo ocorreu com a condutividade
elétrica. Em meio as diferentes concentracfes de zeina utilizadas e de Oleo de
abacate incorporado nas fibras, observou-se eficiéncia de encapsulagdo superior a
77% para a maioria das fibras, tendo as concentracbes de 30% de zeina
independente do teor de Oleo utilizado, apresentado a concentracdo ideal para a
formacdo de fibras ultrafinas continuas, sem a ocorréncia de fragmentacdo e
formacdo de beads e com superficies lisas e distribuicdo de diametro variando entre
357 a 971 nm. Pela técnica de espectroscopia no infravermelho com Transformada
de Fourier foi evidenciada a encapsulacdo do 6leo nas fibras de zeina. E a de
Difratometria de raio-X demonstrou a estrutura amorfa das fibras. Em relacdo a
liberacdo dos carotenoides, observou-se que em pHs proximos a neutralidade (6 e
8), temperaturas de 60 e 90 °C e agitacbes de 18 rpm por até 1 min, reduziram a
liberagc&o dos carotenoides da fibra composta de 30% de zeina e 30% de Oleo. Essa
mesma fibra apresentou perfil préximo ao ideal de liberagdo dos carotenoides em
condic¢des gastrointentinais simuladas.

Palavras-chaves: Persea americana M.; perfil de acidos graxos; bioativos;
pigmentos; encapsulacéo.



Abstract

KRUMREICH, Fernanda Déring. Obtention of avocado oil by different processes:
qguality evaluation, profile of bioactive compounds and incorporation in
ultrafine zein fibers. 2018. 115f. Thesis (doctorate degree in Food Science and
Technology) - Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

The avocado (Persea americana Mill), belonging to the family Lauraceae, is a
subtropical fruit that has great economic importance due to the nutritive quality of its
fruits and its oil extracted from the pulp, which has great similarity of composition of
fatty acids with the olive oil. Thus, the objective of this work was to obtain oil from the
avocado pulp through different processes and to use the oil for inclusion in ultrafine
zein fibers by means of the electrospinning technique. In order to extract the avocado
oils, the pulp was submitted to drying in an oven under ventilation (40 °C and 60 °C)
or in a vacuum oven (60 °C), and the oil extraction was performed by mechanical
pressing or by Sohxlet using solvent. The avocados of the Breda variety are large-
sized fruits containing about 72% of pulp in relation to the total weight of the fruit,
being distinguished by the expressive content of moisture, proteins and high
antioxidant activity. The oil content obtained in function of the different processes was
in the range between 25 to 43% with the mechanical pressing and, between 43 to
55% with the solvent extraction. After evaluating the quality indexes, bioactive
compounds and the fatty acid profile, it was verified that the bioactive compounds
were superior when the avocado pulp was dried at 60 ° C (oven under ventilation or
vacuum) and the oil extracted by mechanical pressing. In order to develop ultrafine
zein fibers by the electrospinning technique, the avocado oil with the highest content
of bioactive compounds, among which, carotenoids, that was obtained by the
vacuum drying process of the pulp followed by mechanical pressing, it was
incorporated in the concentrations of 15 and 30% (w / w) in 20, 25 and 30% (w / v)
zein polymer solutions. Analyzes of the polymer solutions indicated an increase in the
apparent viscosity with the increase of the zein concentration, but the same did not
occur with the electrical conductivity. Among the different concentrations of zein and
avocado oil incorporated in the fibers, encapsulation efficiency was higher than 77%
for most of the fibers, with the concentrations of 30% zein independent of the oil
concentration used, presented to ideal concentration for the formation of continuous
ultrafine fibers without the occurrence of fragmentation and formation of beads and
with smooth surfaces with a diameter distribution ranging from 357 to 971 nm. The
Fourier Transform Infrared Spectroscopy technique evidenced the encapsulation of
the oil in zein fibers. The X-ray diffraction showed the amorphous structure of the
fibers. Regarding the release of carotenoids at different conditions, it was verified that
at pHs close to neutrality (6 and 8), temperatures of 60 and 90 °C and shaking at 18
rpm for up to 1 min, reduced the carotenoid release of the composite fiber of 30%
zein and 30% oil. The same fiber composition presented an ideal profile of carotenoid
release in simulated gastrointestinal conditions.

Keywords: Persea americana M.; fatty acid profile; bioactive; pigments;
encapsulation.
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1 Introducéo

O abacate (Persea americana Mill.) € um fruto originario da Ameérica Central, &
cultivado em diversos paises, dentre os quais o Brasil, que ocupa a oitava posi¢ao
entre os maiores produtores mundiais (FAO, 2017), tendo atingido uma producéo de
mais de 180 mil toneladas no ano de 2015 (IBGE/PAM, 2016). A variedade Breda é
uma das mais consumidas, a qual se destaca pelo sabor mais doce, atendendo as
caracteristicas do habito alimentar do consumidor brasileiro (HOLBACH, 2012).

O fruto do abacateiro se distingue dentre os demais, por ser um dos mais
completos em relacdo a sua qualidade nutricional, com teores de proteina na polpa
variando de 1 a 2%, de acucares de 3 a 8% e de 0Oleo de 5 a 35%, 0 qual apresenta
elevado teor de &cidos graxos insaturados. Além disso, contém também diversos
sais minerais e vitaminas, principalmente a C e E (a-tocoferol e y-tocoferol) (TANGO;
TURATTI, 1992; JACOBO-VELASQUEZ; HERNANDEZ-BRENES, 2012;
BERASATEGI et al., 2012).

O abacate €& consumido principalmente, de forma in natura, contudo,
industrialmente, entre os principais produtos utilizados, destaca-se o 6leo, que
contém compostos lipofilicos benéficos para a saude (DING; CHIN; KINGHORN,
2007), dentre os quais podem ser citados o0s carotenoides, que apresentam
propriedades antioxidantes. Além dos carotenoides, outros constituintes sao
encontrados na fracdo lipidica dos abacates, como: acidos graxos, fitoesterois,
alcoois alifaticos, alcoois terpénicos, tocoferéis e esqualeno (SANTOS et al., 2014).
No entanto, os carotenoides, devido a estrutura altamente insaturada, apresentam
elevada instabilidade mediante luz, calor e oxigénio (PETITO et al., 2016), podendo
se degradar em funcdo de diversas varidveis ao longo da cadeia produtiva,
principalmente nas etapas de processamento, o que leva a perda de suas
propriedades fisiolégicas. Assim, a influéncia de diferentes opera¢6es unitarias sobre
os carotenoides tem sido pesquisada (JACOBO-VELAZQUEZ; HERNANDEZ-
BRENES, 2012).

Dentre os processos de extracdo do 6leo de abacate, a secagem da polpa
pode ser uma etapa critica em relacdo a ocorréncia de alteracdes, a qual tem como
funcdo reduzir a umidade a niveis que propiciem propriedades mecanicas e fisico-
quimicas para a extracdo de 6leo (SANTANA et al., 2011). A secagem convencional
de matérias-primas alimenticias ocorre pela exposicdo do material ao bindmio
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tempo-temperatura, cuja intensidade pode possibilitar a ocorréncia de reacdes de
oxidacéo e de degradacéo de compostos bioativos.

Ultimamente, varios processos tém sido sugeridos para extrair 6leo da polpa
de abacate, como: centrifugacdo, extracdo a quente com hexano (ORTEGA et al.,
2011), extracdo com metanol, extracdo com etanol (GALVAO; NARAIN; NIGAM,
2014), prensagem a frio, extracdo com éter de petréleo (SANTOS et al., 2014), por
micro-ondas associado a prensagem, prensagem com polpa seca em estufa a 45 °C
ou a 60 °C associada a enzimas, extracdo com éter de petrdleo com polpa seca em
estufa a 45 °C ou a 60 °C associada a enzima, extragdo com etanol e polpa seca em
estufa a 60 °C (SANTANA et al., 2015), por processos sono-fisicos (MARTINEZ-
PADILLA et al.,, 2018), por CO; supercritico, pela mistura de CO, e etanol como
solvente (CORZZINI et al., 2017), pelo processo supercritico simultaneo (BARROS;
GRIMALDI; CABRAL, 2017) e por CO; subcritico e extracdo aquosa assistida por
ultra-som (TAN et al., 2018).

A obtencdo de produtos alimenticios que proporcionem a manutencdo dos
compostos naturais e bioativos tem sido motivada, principalmente, pela demanda
dos consumidores por uma alimentacdo mais saudavel. Nesse contexto, tem sido
crescente o interesse pelos beneficios evidenciados por carotenoides, pois além de
poderem ser adicionados a alimentos e produtos industrializados, como corante,
aromatizante e suplemento nutricional, os carotenoides estdo envolvidos na
prevencdo de diversas doencas, como o0 cancer, doencas cardiovasculares e outras
doencas relacionadas a baixa funcdo imune (ZAGHDOUDI et al., 2015). Com esse
intuito, as tecnologias de encapsulagdo vém atraindo a atencdo dos fabricantes de
alimentos, os quais em busca de inovag¢do por alimentos com aumentado valor
nutricional encontram nessa tecnologia uma forma de enriquecer alimentos com
compostos bioativos (LOPEZ-RUBIO et al., 2006).

A técnica de electrospinning € uma das varias técnicas para a encapsulacéo
de compostos bioativos, a qual pode produzir fibras. As fibras apresentam elevada
relacdo entre superficie e volume, alta porosidade e maleabilidade, grande variagéo
de tamanho e formas, o que possibilita a incorporacdo de compostos com diversas
funcdes e elevada resisténcia mecanica (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2014).

15



Considerando que o 6leo de abacate é rico em biocompostos, em especial em
carotenoides, deseja-se avaliar o impacto dos processos aplicados no conteddo
destes compostos, perfil de acidos graxos e em parametros de qualidade do 6leo,
bem como incorpora-lo em fibras ultrafinas de zeina produzidas pela técnica de

electrospinning.

1.1 Hipoteses

As condicBes de secagem da polpa do abacate e o método de extracdo do
oleo influenciam nos indices de qualidade, no conteido de compostos bioativos e no
perfil de &cidos graxos do dleo.

E possivel obter nanofibras com 6leo de abacate utilizando como material de
parede a zeina, pela técnica de electrospinning.

Nanofibras de zeina contendo 6leo de abacate rico em compostos bioativos
propiciam protecdo contra a liberacdo destes compostos durante condi¢cdes de
processamento, bem como apresentam liberagcdo nos fluidos gastrointestinais

simulados.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Extrair e caracterizar os indices de qualidade e os compostos fitoquimicos do
0leo da polpa de abacate obtido por diferentes métodos de secagem e de extracéo
do 6leo, bem como produzir fibras ultrafinas de zeina incorporadas com o 6leo pela

técnica de electrospinning.

1.2.2 Objetivos especificos

Determinar o peso total dos abacates e a representatividade percentual das
cascas, polpas e carogos.

Caracterizar a polpa do abacate quanto a umidade, extrato seco total,
acucares totais, acUcares redutores, lipideos, proteinas, fibra bruta, cinzas, solidos
sollveis totais, acidez total titulavel e pH, além dos compostos bioativos, como

carotenoides, clorofilas, compostos fendlicos e atividade antioxidante.
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Avaliar diferentes condi¢coes de secagem da polpa de abacate (40 e 60°C em
estufa convencional e 60°C em estufa a vacuo) e métodos de extracdo do 6leo
(solvente ou prensagem a frio).

Caracterizar os 0leos de abacate obtidos pelos diferentes processos, quanto
aos indices de peroxido, iodo, acidez, refracdo e condutividade, bem como quanto
ao teor de carotenoides, clorofilas, compostos fendlicos, tocoferois, fitoesterois, além
de determinar o perfil de acidos graxos e a atividade antioxidante.

Obter fibras ultrafinas de zeina incorporadas com 06leo de abacate, através da
técnica de electrospinning.

Caracterizar as fibras ultrafinas de zeina contendo o 6leo de abacate quanto a
eficiéncia de encapsulacdo, morfologia, diametro, espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier acoplada a técnica de refletancia total
atenuada (FTIR-ATR), difratometria de raio-X, liberacdo em diferentes condi¢cdes de
processamento variando: pH, temperatura, condicdes de agitacdo e simulacao

gastrointestinal in vitro.
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2 Revisao da literatura

2.1 Abacate

O abacate (Persea americana), pertence a familia Lauraceae e ao género
Persea, € um fruto tropical e subtropical, originario da América Central, mais
especificamente da Guatemala, Antilhas e México (DAIUTO et al., 2010).

O maior produtor mundial de abacate em 2016, segundo a FAO (2017), foi o
México, seguido pela Indonésia, Republica Dominicana, Estados Unidos, Colémbia,
Peru, Chile, Brasil, Ruanda e Quénia, tendo esses paises sido responsaveis por
81% da producdo mundial. Nesse periodo, o Brasil ocupou a oitava colocacao,
produzindo mais de 180 mil toneladas desse fruto (IBGE/PAM, 2016), principalmente
nas regifes Sudeste, Sul e Centro-Oeste. Os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Parand e Rio Grande do Sul foram os maiores produtores (IBGE, 2016), com
producéo de 90,3; 50,4; 16,8 e 4,9 mil toneladas, respectivamente.

A variedade de abacate que se destaca no mercado externo € a Hass, a qual
tem se expandido no Estado de Sao Paulo, tendo sido a décima variedade em
volume exportado no ano de 2010, segundo o Instituto Brasileiro de Fruticultura —
IBRAF (2017). No mercado interno, por sua vez, predomina o cultivo das variedades
brasileiras: Geada, Quintal, Fortuna, Margarida e Breda.

No Brasil, ha um grande potencial para a expanséo do cultivo de abacate, o
qual é dependente do desenvolvimento de campanhas internas de marketing para
divulgacdo de novas maneiras de consumo deste fruto, como o seu uso em saladas,
pratos salgados, sanduiches, patés, guacamole e na forma de Oleo, além da
divulgacdo dos beneficios que o consumo deste fruto propicia a saude (ROBERTO
et al., 2010).

A producdo agricola do abacate quando comparada com as demais
oleaginosas comumente empregadas na producdo de Oleos comestiveis, apresenta
inimeras vantagens, dentre elas: maior producdo de Oleo por unidade de area
plantada; aproveitamento de terrenos que por sua topografia mais acidentada néo se
prestam a mecanizacao; perenidade da planta e versatilidade agricola, podendo ser
produzido, praticamente, em todas as regides do pais (DANIELLE, 2006).

O consumo brasileiro per capita de abacate em 2013 foi em torno de 301
gramas/hab, enquanto que no México foi de 9,0 kg/hab. Segundo dados de 2011, o
consumo per capita da fruta em Israel foi de 5,0 kg/hab, no Chile de 4,5 kg/hab e nos
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Estados Unidos de 2,0 kg/hab por ano (NAAMANI, 2011). Em regibes como
Espanha e alguns paises da América do Sul o consumo do abacate processado vem
crescendo, sendo o fruto utilizado como ingrediente no preparo de sorvetes, sopas
ou em saladas (GONZALEZ-FERNANDES et al., 2015). Estudos visando o
aproveitamento industrial do abacate para a extracdo de 6leo e alcool para a
geracdo de biocombustivel e na fabricagdo de tintas, cosméticos, medicamentos e
alimentos, também tem sido conduzidos (TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004,
MENEZES; LOPES; PASSARETTI FILHO, 2010).

O abacate apresenta elevado valor nutricional, com conteudo significativo de
fibras, proteinas, sais minerais e vitaminas, principalmente A, B (NIETO-ANGEL et
al., 2006) C e E (a-tocoferol e y-tocoferol) (BERASATEGI et al.,, 2012). Possui
também significativa quantidade de carotenoides, fitoesterois e &cidos graxos
monoinsaturados (FULGONI; DREHER; DAVENPORT, 2013; DING; CHIN;
KINGHORN, 2007; LU et al., 2005; Rocha, 2008).

A variedade Breda é uma das variedades de abacate mais consumidas no
Brasil, por apresentar sabor mais doce, atende mais as caracteristicas do habito
alimentar do consumidor brasileiro, que utilizam esta fruta, principalmente para o
preparo de pratos doces (HOLBACH, 2012). Essa variedade surgiu na década de
30, e é uma das principais variedades tardias de abacate, sendo o pico de producao
nos meses de setembro, outubro e novembro. Por serem mais resistentes ao
manuseio, abacates da variedade Breda apresentam bom potencial de
comercializacao (OLIVEIRA et al., 2003).

A variedade Breda € um hibrido das racas Antilhana e Guatemalense, cuja
arvore é perenifdlia, ou seja, ndo perde suas folhas e chega a atingir 20 metros de
altura (Figura 1A), quando adulta e desenvolvida. Os frutos dessa variedade
apresentam formato piriforme, com formagédo de “pescogo”, coloracdo de casca
verde e de polpa amarelada, casca de textura lisa e de espessura fina
(HORTIESCOLHA, 2015) (Figura 1B).
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Figura 1: Abacateiro (A); abacates (B).
Fonte: Figura (A) — Equipa knoow.net (2013); Figura (B) — autor (2017).

2.2 Oleo de abacate

O abacate é reconhecido como um fruto que possui alto contetdo de lipideos
em sua polpa, podendo alcancar até 32% dependendo da variedade (OZDEMIR,;
TOPUZ, 2004).

Os lipideos presentes no mesocarpo do abacate (Figura 2) sdo ricos em
acidos graxos monoinsaturados, principalmente acido oleico (em torno de 60%),
além deste, possui quantidades significativas dos acidos graxos: palmitico (20%),
linoleico (10%), palmitoleico (5%) e estearico (0,5%). O teor de acidos graxos, poli-
insaturados (PUFA) no 6leo de abacate, de acordo com Santos et al. (2014), é de
aproximadamente 12%.

mesocarpo

Figura 2: Endocarpo, mesocarpo e epicarpo do abacate.
Fonte: Avocado Slices-internet (2017).

O d6leo de abacate apresenta além dos acidos graxos, outros constituintes,
como os fosfolipideos, fitoesterois e outros compostos bioativos, incluindo
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carotenoides, alcoois alifaticos, alcoois terpénicos, tocoferois e esqualeno (SANTOS
et al., 2014).

O Oleo bruto de abacate é utilizado, principalmente, na inddstria de
cosmeéticos, mas também pode ser utilizado na industria de alimentos, tanto na
elaboragcdo de produtos quanto para o consumo direto. A industria de farmacos
também utiliza a fracdo lipidica, ou seja, incluindo o 6leo, os insaponificaveis, entre
outros, na elaboracéo de produtos farmacéuticos (WERMAN; NEEMAN, 1987; BAE;
LEE, 2008).

A quantidade de lipideos varia em relacdo as cultivares de abacate,
diferengas geogréficas, condigbes climaticas, tempo de colheita, método de
extracdo, dentre outros (GOMEZ-LOPEZ, 2002; OZDEMIR; TOPUZ, 2004).

Uma possibilidade para aproveitar os beneficios do abacate seria a introducéo
do 6leo de abacate puro para uso comestivel ou utilizar em misturas com o azeite de
oliva em substituicdo as misturas de azeite de oliva com 6leos vegetais,
normalmente oferecidas pelo mercado interno com a finalidade de diminuir os custos
de importacao do azeite de oliva no Brasil (CREDIDIO, 2010).

2.3 Métodos de extracado de 6leo de abacate

Dentre os diversos métodos ja reportados para a extracdo do Oleo de
abacate, podem ser mencionados a extracdo por centrifugacdo da polpa Umida,
extracdo do Oleo por solventes, extracdo por prensagem hidraulica continua ou
descontinua, com a adicdo de material auxiliar de prensagem, por tratamento da
polpa fresca com produtos quimicos, por processos enzimaticos ou ainda por
processos convencionais de extracdo de 0Oleos utilizados para sementes oleaginosas
(TURATTI et al., 1985; TANGO; TURATTI, 1992; BIZIMANA; BREENE; CSALLANY,
1993; BORA et al., 2001; SALGADO et al., 2008; SANTANA et al., 2011; ORTEGA;
LOPEZ; TORRE, 2013). Segundo esses autores, o 6leo de abacate deve ser
extraido quando os frutos estiverem maduros, pois é quando apresentam teores
mais elevados de 0leo.

O método mais comumente empregado para extracdo do Oleo é com
solventes, entretanto, os riscos ambientais ocasionados por solventes derivados do
petréleo, servem de estimulo a busca por alternativas mais sustentaveis e que
preservem 0s compostos bioativos, como é o caso da prensagem a frio, a qual utiliza
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meios mecanicos ou fisicos a temperaturas inferiores a 50 °C, de forma semelhante

a aplicada para extracdo de azeite de oliva extra virgem (EYRES; SHERPA,
HENDRIKS, 2001; WOOLF et al., 2009). Nova Zelandia, México, Chile, Estados

Unidos e Africa do Sul estdo entre os principais produtores de 6leo de abacate

prensado a frio, com uma producao de cerca de 2.000 ton/ano (WOOLF et al., 2009).

As caracteristicas do 6leo sdo amplamente influenciadas pelo processo de

extracdo, pois, compostos volateis, indice de acidez, teor de fosfolipideos e de

insaponificaveis, perfil de acidos graxos, teor de compostos bioativos, bem como

outras caracteristicas, sdo dependentes da interacdo e da afinidade do solvente com

0 Oleo e demais compostos lipossoluveis. Na tabela abaixo (Tabela 1) sédo relatados

diversos estudos sobre processos que envolvem a extracéo do Oleo de abacate.

Tabela 1 - Estudos relativos ao método de extracdo do 6leo de abacate

Método/Solvente

Referéncia

- Extracdo com solvente (metanol:
cloroférmio)

- Extracdo com solvente (éter de petréleo)

GUTIERREZ (1976)

- Extracdo com solvente (acetona)

CURIEL; NEVE e PETACH (1985)

- Extracdo enzimatica

BUENROSTRO; LOPEZ-
MUNIZAGA (1986)

- Centrifugacéo

WERMAN e NEEMAN (1987)

- Calor e centrifugacéao

BIZIMANA et al. (1993)

- Extragé@o por micro-ondas

- Extragdo com solvente

ORTIZ-MORENO et al. (2003)

- Extracdo por micro-ondas

- Extracdo com solvente

ORTIZ-MORENO et al. (2004)

- Centrifugacéo

- Extracdo com solvente (hexano-extracao a
frio)

- Extracdo com solvente (hexano-extracao a

quente

ORTEGA et al. (2011)

- Extracdo com solvente (metanol)

- Extracdo com solvente (etanol)

GALVAO; NARAIN e NIGAM
(2014)
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continuagao

- Prensagem a frio e extracdo com solvente SANTOS et al. (2014)
(polpa liofilizada)

- Prensagem a frio (polpa liofilizada e seca a

40 °C e 70 °C)

- Extracdo com solvente (éter de petrdleo e

polpa seca a 40 °C e 70 °C)

- Micro-ondas + prensagem SANTANA et al. (2015)
- Prensagem (polpa seca em estufa 60 °C ou

a 45 °C + enzima)

- Extracdo com solvente — éter de petroleo

(polpa seca em estufa a 60 °C ou a 45 °C +

enzima)

- Extracdo com solvente — etanol (polpa seca

em estufa a 60 °C)

CO; supercritico e mistura de CO,/etanol CORZZINI et al. (2017)

Supercritico simultaneo BARROS; GRIMALDI; CABRAL
(2017)

Processos sono-fisicos MARTINEZ-PADILLA et al. (2018)

CO; subcritico TAM et al. (2018)

Extracdo aquosa assistida por ultra-som

Segundo Santos et al. (2014), hd uma constante busca por metodologias de
extracdo que fornecam um O6leo de qualidade com relacdo as suas propriedades
fisico-quimicas e com menor perda de nutrientes. Neste contexto, surge o pré-
processamento, o qual utiliza polpa in natura, polpa seca em estufa ou polpa
liofilizada.

O método de secagem a vacuo, dentre os diversos métodos de secagem, é
utilizado por ser um método intermediario entre a secagem tradicional e a liofilizacao,
através do qual se obtém maiores taxas de evaporagdo da umidade e um produto
final com melhores caracteristicas quando comparado com a secagem tradicional
com ar quente. Além disso, ainda permite trabalhar a pressdées baixas com
temperaturas moderadas (menores que 100 °C) (AREVALO-PINEDO; MURR, 2005).
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A evaporacao da agua ocorre a baixas pressdes sem, necessariamente utilizar altas
temperaturas, sendo uma forma de secar materiais pela atenuacéo da presséo de
vapor da agua e fornecimento de um maior gradiente de temperatura entre 0 meio

de aquecimento e o material.

2.4 Carotenoides

O oleo de abacate destaca-se pela quantidade e proporcéo relativa de acidos
graxos, no entanto, também apresenta contetddo significativo em compostos
bioativos, dentre os quais os carotenoides, que sdo um dos grupos de pigmentos
mais difundidos na natureza, sendo responsaveis pela coloracdo amarela, laranja e
vermelha de grande numero de frutas, Oleos, folhas e algumas flores (BOBBIO;
BOBBIO, 1992).

Os carotenoides sdo substancias insolaveis em agua, derivados da unido de
unidades pentacarbonadas denominadas de isoprenos, 0S quais pertencem ao
grupo dos terpenos. Esses sao classificados como monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e politerpenos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os
carotenoides estdo localizados nos cromoplastos e também nos cloroplastos e estdo
associados a clorofila (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Os carotenoides dividem-se em dois grupos: carotenos (constituidos por
hidrocarbonetos) e xantofilas (possuem oxigénio em sua molécula) (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999; GONG; BASSI, 2016). Apesar do grande numero de carotenoides
encontrados em plantas, cerca de 700 estruturas foram identificadas, mas apenas 40
sdo encontrados em alimentos, e destes apenas 14 sao biodisponiveis (BELITZ;
GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Na Figura 3 encontram-se representadas algumas

estruturas quimicas de carotenoides comumente encontrados em frutos.
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Figura 3. Estrutura quimica dos carotenoides mais encontrados em frutos.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN (2008).

Segundo Limén et al. (2015), os carotenoides podem atuar como
antioxidantes naturais, protegendo as células contra espécies reativas de oxigénio e
radicais livres, devido ao sistema de duplas ligacdes conjugadas presente em sua
estrutura, as quais influenciam nas suas propriedades quimicas, bioguimicas e
fisicas.

Os carotenoides pré-vitaminicos contém no minimo um anel B-ionona em sua
estrutura, os quais sdo convertidos em retinol, esses incluem o [B-caroteno, a-
caroteno, y-caroteno, B-criptoxantina e a-criptoxantina (SAINI; NILE; PARK, 2015). O
B-caroteno possui grande importancia por ser abundante em plantas e frutas, sendo
o carotenoide majoritario presente na dieta humana. Esse carotenoide é o principal
precursor da vitamina A, e o Unico com potencial para produzir duas moléculas de
retinol.

Por serem altamente insaturados, os carotenoides sdo facilmente suscetiveis
a oxidacdo, bem como a isomerizagdo, o que os converte da sua forma trans,
configuragéo habitual e mais estavel na natureza, para o isdbmero cis. Essa reagéo é
promovida pela acdo de acidos, luz e altas temperaturas, resultando na alteragdo da
cor e perda da atividade pro-vitamina A de alguns carotenoides (RODRIGUEZ-
AMAYA, RODRIGUEZ; AMAYA-FARFAN, 2006). Nessa conjuntura, a tecnologia de

encapsulacdo pode ser uma alternativa para minimizar as perdas de carotenoides.
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Estudos vém relatando a encapsulacdo de carotenoides de diversas fontes,
como residuo do processamento de camarao rosa (MEZZOMO et al., 2012), suco de
espinheiro-maritimo (Hippophae rhamnoides L.) (LAOS et al.,, 2007), urucum
(PARIZE; SOUZA; BRIGHENTE, 2008), suco de pitanga roxa (Eugenia uniflora L.)
(RUTZ et al., 2013), oleoresina de tomate (XUE et al., 2013), residuos de polpa de
tomate (CHIU et al.,, 2007) e de algas castanhas e pardas (Phaeophyceae)
(INDRAWATI et al., 2015) e também de carotenoides isolados como o licopeno
(ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012) e pB-caroteno (CORONEL-
AGUILERA; MARTIN-GONZALEZ, 2015; JARUNGLUMLERT; NAKAGAWA;
ADACHI, 2015).

2.5 Encapsulacao

A encapsulacdo € uma técnica nas quais particulas sdlidas, liquidas ou
gasosas, denominadas de nudcleo sdo envolvidas por um revestimento o qual é
referido como material de parede, formando no conjunto uma particula
(NESTERENKO et al., 2013). O material de parede pode levar varias denominacgdes,
dentre as quais: involucro, membrana, parede, revestimento, matriz e agente
encapsulante. Do mesmo modo, o conteldo também apresenta varias designacoes,
dentre elas, recheio, carga, agente ativo, composto ativo, ou “core” do inglés.

A encapsulacdo, segundo Beirdo-da-Costa et al. (2012) é um processo que
permite que compostos sensiveis possam ser fisicamente retidos numa matriz
homogénea ou heterogénea que lhes confere protecdo. Alguns outros propdsitos da
encapsulacdo incluem: a transformacéo de um liquido em sélido de modo a facilitar
sua manipulagéo, o transporte e a adicdo em formulacdes; a separacdo de materiais
reativos; a reducdo da toxicidade do material ativo; a promocdo da liberacéo
controlada do ativo encapsulado; a reducdo da volatilidade ou inflamabilidade de
liguidos; o mascaramento de sabores e odores de determinados componentes; 0
aumento da vida de prateleira e a protecao contra a luz, umidade e calor (JACKSON,;
LEE, 1991).

As tecnologias de encapsulacdo vém atraindo a atencdo dos fabricantes de
alimentos, os quais em busca de inovacao encontram nessa tecnologia uma forma
de enriquecer os alimentos com compostos bioativos (LOPEZ-RUBIO, et al., 2006).
Para o encapsulamento de um composto ativo em particular, segundo Sanguanstri e
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Augustin (2010), é necessario o conhecimento do composto bioativo; dos materiais
encapsulantes apropriados; das interacdes entre o composto bioativo, a matriz e o
ambiente; a estabilidade do composto microencapsulado em armazenamento e
guando incorporado no produto alimentar e os mecanismos de liberacdo controlada
do composto bioativo.

O material encapsulado pode estar distribuido ou incrustado numa massa
mais ou menos continua referente ao agente encapsulante ou fazer parte de um
complexo molecular.

Uma série de biopolimeros tem sido utilizada na encapsulacdo de
ingredientes alimenticios. Geralmente, esses materiais de parede consistem em
polimeros naturais, como: gomas (goma arabica, alginatos, carragenas, etc.),
proteinas (do soro ou do leite, gelatinas, etc.) e maltodextrinas com diferentes
dextroses equivalentes, ceras, dentre outros, pois apresentam menor custo em
relacdo aos polimeros sintéticos (LIU et al., 2008).

A encapsulacdo de ingredientes alimentares pode ser alcancada mediante
varios processos e a escolha do processo baseia-se em varios parametros tais
como: tamanho médio desejado das particulas, propriedades fisico-quimicas do
ndcleo e do revestimento, aplicagcbes do material microencapsulado, mecanismos de
liberacdo desejados, escala de fabricagdo industrial e os custos de processo
(SANTOS, 2005). Dentre os varios processos de encapsulacdo existentes, tanto
mecéanicos quanto quimicos, podem ser citados atomizacéo, spray chilling/cooling,
leito fluidizante, extrusdo, coacervacdo e inclusdo molecular. Neste estudo sera
abordado apenas o processo de encapsulacdo via a técnica de electrospinning,
considerada mundialmente uma das melhores alternativas para a producdo de
nanofibras (RAMAKRISHNA et al., 2005), o que motivou sua utilizacdo para a
encapsulacdo do 6leo de abacate, descrita no Capitulo 2.

Varios estudos com encapsulacdo de 6leos ja foram realizados, como: 6leo
de girassol (BARRETO, 2008), 6leo de linhaca (QUISPE-CONDORI; SALDANA;
TEMELLI, 2011; CARNEIRO et al. 2013), 6leo da semente de roma (GOULA;
ADAMOPOULOS, 2012), dleo de girassol (GALLARDO et al., 2013; PIACENTINI et
al., 2013), oleo de atum (WANG; ADHIKARI; BARROW, 2014), 6leo de baunilha
(YANG et al., 2014), semente de papoula (YANG et al., 2015), 6leo de semente de
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urucum (SILVA; ANGELA; MEIRELES, 2015; SILVA et al.,, 2015) e com dleo de
peixe (CHATTERJEE; JUDEH 2016).

2.6 Electrospinning

O electrospinning € uma técnica que vem chamando a atencéo de diversos
pesquisadores (COSTA; RIBEIRO; MATTOSO, 2010), pois € utilizada para o preparo
de micro e ultrafinas fibras poliméricas, a qual emprega campo elétrico para sua
formacao (WANG; FU; LI, 2009).

A técnica de electrospinning segundo Bhushani e Anandharamakrishnan
(2014), consiste na utilizacdo de um equipamento constituido de quatro
componentes principais: uma fonte de alta tensdo, uma bomba de infusdo, uma
seringa com agulha de aco inoxidavel e um coletor que pode ser uma placa fixa

(Figura 4 A) ou um cilindro rotativo (Figura 4 B).

A Fieira de ago inoxidavel B Cone de Taylor
Coletor

Eletrodo positivo . Suporte de l

Solugao polimérica e apoio &
Fibra /. / £

polimero | | \
k')*’-\. ' ‘
' : | |
Fonte de alta Cilindro coletor

= — — \ j |
Fonte de alimentagéo 1 Bombaide'infus&o .y tensdo
Cone de Taylor

Seringa

Figura 4 - Modelo de uma estacdo de electrospinning para a formacao de fibras ultrafinas. A - placa
fixa; B - cilindro rotativo
Fonte: LEINDECKER; ALVES; BERGMANN (2013).

A formacao de fibras pela técnica de electrospinning ocorre pelo escoamento
de uma solucdo polimérica contida na seringa através de uma agulha fina ou bico
injetor, por acdo da gravidade ou com o auxilio de uma bomba de infusdo, na
presenca de um campo elétrico externo até atingir o coletor. Quando o campo
elétrico é suficientemente intenso para superar a tensdo superficial de uma dada
solucdo polimérica, um jato de solucédo é formado e acelerado pelo campo elétrico
na direcao do coletor. As fibras sdo formadas enquanto o jato esta sendo acelerado,

ou seja, durante o tempo no qual o jato da solucdo é formado a partir do bico injetor
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até chegar ao coletor (Figura 5). Isso acontece porque ocorre o alongamento do jato
e a evaporacao do solvente, fazendo com que as cadeias figuem cada vez mais

juntas, levando assim a deposicéo da fibra seca no coletor (NIETO, 2006).

Solugdo polimerica

I

AR R

Fibras (nao-tecido)
k- =5 N
gl &Y,

Figura 5. Representacdo do funcionamento da técnica de electrospinning
Fonte: SOARES (2013).

Uma variedade de fibras com formas e tamanhos de secéo transversal pode
ser obtida com o uso do electrospinning, geralmente, as fibras preparadas por esta
técnica apresentam sec¢les transversais cilindricas, entretanto, sob algumas
condicoes especificas outras formas podem ser observadas.

Alguns autores como Koombhongse, Liu e Reneker (2001) e Frenot e
Chronakis (2003) relataram a obtencéo de fibras com morfologias ramificadas, fitas
planas e dobradas, bem como fibras com cilindro oco. O tipo de polimero e tipo de
solvente empregado para o preparo das solucdes poliméricas influenciam no tipo de
fibra formada. Existem dois grupos de parametros que podem ser controlados e que
também afetam o processo de eletrofiagdo e a arquitetura morfolégica das fibras: a)
parametros da solucdo polimérica, como viscosidade, tensao superficial,
condutividade e constante dielétrica, e b) parametros do equipamento, como a
tensdo aplicada, vazdo da seringa, distancia da ponta da agulha ao anteparo e o
efeito do material do coletor. Todas essas variaveis sao interdependentes; assim, a
combinacdo e a otimizacdo para determinadas condi¢cdes € essencial para alcancar
a morfologia e tamanho de fibra desejadas.

O uso da tecnologia, envolvendo o electrospinning é flexivel, versatil e viavel
do ponto de vista do custo-beneficio, de equipamento e de producéo, se destacando

por ser a técnica mais difundida mundialmente para a obtengéo de fibras (JI et al.,
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2011). Essa tecnologia tem como vantagem produzir nanofibras diretamente a partir
da solucdo polimérica e ser aplicada a uma ampla variedade de polimeros, tanto
sintéticos, quanto naturais, como proteinas biogénicas estruturais e polissacarideos;
além da possibilidade de copolimerizacao através da mistura de diferentes polimeros
a outros materiais solUveis, como 6leos essenciais, farmacos, fatores de crescimento
celulares e de resinas. Além disso, € uma tecnologia de facil manipulacdo para
controle da arquitetura fibrilar, como diametro, morfologia e topografia superficial
(PAPENBURG et al., 2009) e porosidade (RAMAKRISHNA et al., 2005).

A aplicacdo das fibras em diversas areas é facilitada pela possibilidade de
utilizac@o de grande variedade de polimeros. As proteinas sdo comumente utilizadas
como materiais de parede, como os concentrados de proteina de soro de leite
(O’'SULLIVAN et al., 2014), isolados de proteina de soja (VEGA-LUGO; LIM, 2009),
gelatina (OKUTAN; TERZI; ALTAY, 2014), colageno (BOCCAFOSCHI et al., 2005) e
zeina (NEO et al., 2012).

Vérias aplicacbes do uso dessa técnica ja foram relatadas, a exemplo da
encapsulacdo de enzimas imobilizadas, revestimentos alimentares, bem como
desenvolvimento de materiais para filtracdo e embalagem de alimentos ativos
(JAYAKUMAR et al.,, 2010; BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). No
entanto, para o setor agroalimentar, essas aplicacbes s&o relativamente recentes
(DROSOU; KROKIDA; BILIADERIS, 2017). Segundo Burger; Hsiao e Chu (2006)
todas as aplicacdes utilizando fibras obtidas via electrospinning, aproximadamente,
dois tercos do numero de patentes estdo relacionadas ao campo médico e das
restantes, metade estéo relacionadas a aplicacbes em processos de filtracdo.

2.7 Zeina

A zeina é uma prolamina do milho, rica nos aminoéacidos prolina, leucina,
glutamina e alanina, e devido ao carater hidrofébico destes aminoacidos, a zeina é
soltvel em etanol em concentragdes acima de 70 % (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY,
2012). Segundo a Food and Drug Administration (FDA), a zeina é considerada um
ingrediente alimentar, reconhecido como seguro (GRAS) (PRASANNA et al., 2001).

De acordo com a solubilidade, as proteinas do milho sdo constituidas de,
aproximadamente, 20% de globulinas (soluveis em solugdo salina) e albuminas
(soluveis em agua), 40% de prolaminas (insolUveis em agua e solaveis em alcool
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70%) e 40% de glutelinas (insoltveis em &gua e alcool) (NELSON, 1969; SHUKLA,
CHERYAN, 2001).

A zeina consiste de uma mistura de polipeptideos que podem ser divididos
em: 6-zeina (10 kDa), B-zeina (16 kDa e 14 kDa), a-zeina (19 kDa e 22 kDa) e y-
zeina (27 kDa). A a-zeina representa a classe mais abundante, perfazendo 60-70%
do total, seguido y-zeina (10-20%), B-zeina (10%) e o&-zeina (1-5%) (SHUKLA;
CHERYAN, 2001; PRASANNA et al., 2001; MOMANY et al., 2006). Todas as fracdes
de zeina sdo consideradas anfifilicas, pois contém residuos de aminoacidos
hidrofilicos (25%) e hidrofébicos (75%) (NONTHANUM; LEE; PADUA, 2012). Na
composicdo de aminoacidos da zeina, ocorre a predominancia de grupos residuais
fortemente apolares, como leucina (20%), prolina (10%) e alanina (10%) e baixo
conteudo de residuos de lisina e triptofano (PRASANNA et al.,, 2001; SHUKLA;
CHERYAN, 2001).

A zeina tem sido muito investigada pela sua capacidade de formar
nanoparticulas por auto-associacdo para encapsulacdo de compostos bioativos em
alimentos. Alguns estudos que demonstram seu emprego nha encapsulacao,
utilizaram 6leos essenciais (PARRIS; COOKE; HICKS, 2005), [-caroteno
(FERNANDEZ; TORRES-GINER; LAGARON, 2009), polifenois de cha verde (LI;
LIM; KAKUDA, 2009), compostos de selenito (LUO et al., 2010), a-tocoferol (LUO et
al., 2011), acido gélico (NEO et al., 2013), 6leo de peixe (MOOMAND; LIM, 2014) e
taninos (MORI et al., 2014). O desenvolvimento de nanoparticulas de zeina tem
demonstrado um bom potencial de liberacdo do composto bioativo tanto in vitro

como in vivo.

2.8 Aplicacao em matrizes alimentares

Para a finalizacdo de um processo de encapsulacdo, a aplicacdo das
particulas torna-se indispensavel, mas para isso, 0 conhecimento prévio das
condicbes de processamento, tais como: congelamento, arrefecimento,
aquecimento, agitacdo, pH, mistura, corte e desidratacdo em que as particulas seréo
expostas, permite uma melhor formulagdo, visto que é possivel definir as
propriedades das particulas, evitando assim sua degradacdo ou ainda a liberacdo
precoce durante o processamento, facilitando com isso a identificagdo do estagio
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mais adequado para sua adicAo sem necessariamente qualquer alteragdo no
processo (SHI, 2015).

Véarias matrizes alimentares ja foram adicionadas de particulas, com
diferentes finalidades. Jimenez, Garcia e Beristain (2008) e Roman; Burri e Singh
(2012) fortificaram produtos lacteos; Davidov-Pardo et al. (2012) aumentaram a
estabilidade de compostos bioativos durante o cozimento de biscoitos; Malmo; Storia
e Mauriello (2013) aplicaram capsulas probioticas em sufle de chocolate; Pérez-
Chabela et al. (2013) aumentaram a estabilidade de bactérias acido lacticas
aplicadas a produtos carneos cozidos; Cam; Icyer e Erdogan (2014) melhoraram
propriedades antioxidantes em sorvete; Petreska-lvanovska et al. (2014)
enrigueceram suco de cenoura com ceélulas probidticas e Rutz et al. (2016)
enrigueceram pao e sorvete com carotenoides.

Diante da infinidade de aplicagcbes em alimentos, o presente trabalho visou
estudar a liberacdo dos carotenoides incorporados nas fibras ultrafinas de zeina em
diferentes condicdes de pH, temperatura e agitacdo normalmente utilizados no
processamento de alimentos, bem como fazer a simulagéo gastrointestinal in vitro

dessas fibras.
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3 Capitulo 1 - Compostos bioativos e indices de qualidade do 6leo de abacate
obtido por diferentes processos

Resumo

Objetivou-se no presente estudo, avaliar os indices de qualidade, os compostos
bioativos e o perfil de acidos graxos do 6leo de abacate da variedade Breda cuja
polpa foi submetida a diferentes métodos de secagem e de extracdo do 6leo. Foram
determinanadas as caracteristicas fisicas e quimicas dos abacates, para
posteriormente submeter a polpa a secagem em estufa sob ventilagdo (40 °C e 60
°C) e em estufa a vacuo (60 °C), sendo em seguida o 6leo extraido por prensagem
mecénica ou por Sohxlet com éter de petréleo. No 6leo foram determinados os
indices de qualidade os teores de carotenoides, clorofilas, tocoferois, compostos
fendlicos, fitoesterois, a atividade antioxidante e o percentual de &cidos graxos. O
fruto apresentou aproximadamente 72% de polpa, da qual 16% sé&o lipideos. Os
melhores resultados para indices de qualidade foram obtidos no 6leo de abacate
oriundo da secagem da polpa a 60 °C sob vacuo com extracdo por Sohxlet,
enquanto, que os compostos bioativos foram melhor preservados quando a polpa de
abacate foi seca a 60 °C sob ventilacdo e utilizado prensagem mecanica para a
extracdo do 6leo. O acido oleico foi 0 acido graxo majoritario no éleo. Observou-se
gue as caracteristicas de qualidade e a composi¢ao de bioativos desejadas no 6leo
de abacate foram dependentes do processo de extracdo. O Oleo obtido por
prensagem mecanica da polpa seca a 60 °C em estufa a vacuo apresentou-se como
boa opcdo para obtencdo de Oleo de abacate com parametros de qualidade
adequados e manutencdo de compostos bioativos. No entanto, os fitoesterois,
apresentaram maior retencdo nos 6leos obtidos pela extracdo com solvente.

Palavras-chave: variedade Breda, pigmentos, compostos fendlicos, atividade
antioxidante, fitoesterois, acidos graxos.

3.1. Introducéao

O abacateiro (Persea americana Mill.) pertence a familia Lauraceae, € uma
planta frutifera com alta produtividade por unidade de area plantada (SCHAFFER;
WOLSTENHOLME; WHILEY, 2013) e cultivada em quase todos os estados
brasileiros. O estado de Sao Paulo € o maior produtor (47,5%), seguido de Minas
Gerais (19,0%) e Parana (11,2%) (ALMEIDA; SAMPAIO, 2013). Segundo o IBGE
(2016), a regiao sudeste atingiu 145.017 toneladas de abacate no ano de 2015.
Dentre as variedades de abacate mais consumidas no Brasil estd a Breda, que
possui um sabor mais doce, atendendo as caracteristicas do habito alimentar do
consumidor brasileiro (HOLBACH, 2012). No entanto, os abacates, de distintas
variedades, encontrados nas diversas regides do territério brasileiro possuem
composi¢cdo quimica muito variavel. Entretanto, independente desta variabilidade,

sdo considerados fontes de acidos graxos insaturados, fibras, potassio, vitamina B3
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e de compostos bioativos, como a vitamina E, carotenoides e esterois. Aos frutos
séo relacionadas propriedades antioxidantes e ac¢des anti-inflamatéria, antitumoral e
antimicrobiana (PLAZA et al., 2009; DAIUTO et al., 2010). Devido ao elevado valor
nutritivo e comprovados efeitos benéficos para a saude humana, o abacate é
classificado como um alimento funcional, segundo a American Dietetic Association-
ADA (1999).

O ¢6leo de abacate, por sua vez, assemelha-se muito ao azeite de oliva, por
ser extraido da polpa de frutos e pela similaridade na proporc¢éo relativa de acidos
graxos, predominando em ambos o acido oleico (TANGO; CARVALHO; SOARES,
2004). O ¢6leo de abacate é rico em acidos graxos 6mega, contendo aqueles que séo
associados a efeitos benéficos a saude humana, especialmente em relacdo a
prevencdo de doencas cardiovasculares (SALGADO et al., 2008). Neste sentido,
parece favoravel introduzir na alimentacdo humana o 6leo de abacate, no entanto, o
pequeno volume de Oleo de abacate produzido no Brasil, vem sendo utilizado na
forma bruta, pelas industrias farmacéuticas e de cosmeéticos, notadamente pela
composicdo da fracdo insaponificavel, a qual é responsavel por propriedades
regenerativas da epiderme (TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004).

Diversos processos extrativos do 6leo da polpa do abacate tém sido
estudados, entretanto, as caracteristicas quimicas do 6leo obtido pelos diferentes
processos, especialmente em relagdo aos compostos da fracdo insaponificavel,
praticamente nao tém sido investigada (SANTOS et al., 2014). Sabe-se que ha um
crescente interesse em técnicas de extracdo que produzam 6leos com elevados
teores de compostos bioativos, que preservem no 6leo as propriedades e o valor
nutricional proximos aos do fruto (KMIECIK et al., 2011).

Assim sendo, objetivou-se com este estudo, determinar as caracteristicas
fisicas e quimicas de abacates da variedade Breda e avaliar a influéncia do método
de secagem da polpa e da extracdo do 6leo nos indices de qualidade e no perfil de

acidos graxos e de compostos bioativos.

3.2Materiais e métodos

3.2.1Materiais
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3.2.1.1 Amostra

Os abacates da variedade Breda foram doados por um produtor de Sao
Sebastido do Paraiso/MG, em setembro de 2015, totalizando 23 frutos em estadio
de maturacdo incompleto. Os frutos foram envoltos em papel, acondicionados em
caixa de papeldo e mantidos a temperatura ambiente (28 °C + 1 °C) até atingir o
grau ideal de maturagédo, determinado em fungcéo da textura da polpa e teor de

sélidos soluveis (7-8 © Brix).

3.2.1.2 Métodos

Os parametros fisicos analisados foram o peso total do fruto (balanca Urano
US 20/2), peso da casca, da polpa e do caro¢o em 23 frutos de abacate.

Na polpa foram avaliados, em triplicata, a umidade, extrato seco total,
acucares totais, acUcares redutores, lipideos, proteina, fibra bruta, cinzas, sélidos
sollveis totais, acidez total titulavel e pH (AOAC, 1990), além dos compostos
bioativos, os quais foram determinados segundo a metodologia descrita a seguir
para os 6leos de abacate.

Inicialmente os frutos foram sanitizados em agua clorada a 200 mgL™ por 15
min, lavados em &gua corrente e posteriormente cortados. A polpa foi separada e
imersa em solucdo de acido citrico a 1% durante 15 min para evitar o escurecimento
enzimatico e em seguida fracionada em trés porcdes. Cada porcéo foi submetida a
um método de secagem: secagem em estufa com ventilacao de ar a 40 °C; secagem
em estufa com ventilacdo de ar a 60 °C (ambas modelo MAO35, Marconi) e em
estufa a vacuo a 60 °C (modelo Vacuoterm 6030A). As temperaturas usadas no
presente estudo foram definidas com base em estudos de SANTOS et al. (2014).
Independente do método, a secagem foi realizada até obter um produto com
umidade final em torno de 5-6 %.

As amostras secas foram embaladas em sacos de polietileno, protegidas da
luz e estocadas em freezer (-18 °C) até o momento da extracdo do oOleo, o qual se
procedeu por dois processos distintos: prensagem mecanica e extracdo por Soxhlet
com éter de petréleo (SANTOS et al., 2014).

As amostras de polpa seca foram prensadas com uma forca de 9 ton, em

prensa mecanica (Marconi), a temperatura ambiente.
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Para extracdo por Soxhlet foram pesadas, aproximadamente, 15 g de
amostra, acondicionadas em cartucho de papel filtro, previamente desengordurado.
O processo foi conduzido por um periodo de 6 h e apds, o0 solvente remanescente foi
eliminado com borbulhamento de nitrogénio gasoso. Os 6leos obtidos foram
armazenados em vidro ambar sob congelamento a -18 °C.

Determinaram-se nos 6leos, em triplicata, os indices de acidez (A), de
peréxido (I.P), de iodo (1.1), de refracdo (I.R) e condutividade elétrica (C), segundo as
normas da American Oil Chemists’ Society (1992) e o coeficiente de extingcéo
especifica Kzz, € Ko70 (IOC, 2010). Determinou-se também o contetdo de compostos
fenélicos (MONTEDORO et al.,1992), carotenoides, clorofilas (RODRIGUES-
AMAYA, 2001), tocoferois (ZAMBIAZI, 1997), atividade antioxidante (BRAND-
WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995), o perfil de acidos graxos (HARTMAN;
LAGO, 1973) e o contetdo de fitoesterois (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2006). Foram
realizadas pequenas modificagfes na técnica de determinacédo dos fitoesterois, com
substituicio do KOH em agua por KOH 4M em etanol; na separacdo de fases,
colocou-se o material na centrifuga por 5 minutos e na etapa de silalizacéo
acrescentou-se 200 pL de cloroférmio. O rendimento em 6leo foi calculado a partir
do conteldo de gordura em base seca.

3.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos através das médias e desvio padrao,
referentes as determinacfes realizadas em triplicata por meio de analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa Statistix 10.

3.4 Resultados e Discussao

Os abacates apresentaram em média peso de 754,36 g, sendo 71,89% de
polpa, 21,22 % de carogo e 6,89 % de casca. Na literatura para outras variedades de
abacate (Ouro Verde, Wagner, Campinas, Paulistinha, Fuerte, Pedroso, Margarida,
Hass, Fortuna, Quintal e Reis) encontraram-se pesos variando entre 129,3 g e
750,18 g, sendo, 52,9% a 82,6% de polpa; 6,9% a 28% de casca e de 10,1% a
27,9% de carogo (DAIUTO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).
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Os resultados das avaliacdes fisico-quimicas e os teores dos compostos
bioativos da polpa de abacate da variedade Breda estdo apresentados na Tabela 1

seqguir.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e compostos bioativos na polpa de

abacate da variedade Breda

Determinacoes Valores
Umidade (%) 78,18 £ 0,21
Extrato seco total (%) 21,81 +£0,21
AcUcares totais (%) 6,36+0,28
Acucares redutores (%) 2,37+0,19
Lipideos (%) 15,81 £ 0,56
Proteinas (%) 1,73+£0,18
Fibra bruta (%) 1,55+0,38
Cinzas (%) 0,58 + 0,00
Acidez total (%) 0,53+ 0,06
Solidos solaveis (°Brix) 8,12 £ 0,09
pH 6,46 + 0,08
Carotenoides (mg B-Caroteno.kg™) 4,63+ 1,59
Clorofila (mg.kg™) 0,18 + 0,04
Compostos fendlicos (mg &cido galico.kg™) 97,27 £ 6,53
Atividade antioxidante (% de inibic&éo) 78,90 £ 1,02

Resultados expressos como média + desvio-padrao.

O valor de lipideos (Tabela 1), do abacate da variedade Breda, pode ser
considerado entre médio e alto e a umidade alta em relacdo a outras variedades.
Conforme Tango, Carvalho e Soares (2004) e Oliveira et al. (2013), o contetdo de
lipideos da polpa de diferentes variedades de abacate altera entre 5,3 a 31,1% e o
teor de umidade da polpa de 57,2 a 87,9%. Borges e Melo (2016) também relataram
teores de lipidios entre 5 e 35%, em abacates das variedades Hass, Fuerte, Gloria,
Collinson, Anaheim, Itzamna, Wagner, Ouro verde, Carlsbad, Mayapan, Winslow,
Quintal, Monte d’Este, Mac Donald, Barker, Westin, Winslowson, Sinaloa, Vitoria,

Waldin, Linda, Simmonds, Fortuna e Pollock.
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Alto teor de proteinas foi observado na polpa dos abacates da variedade
Breda (1,73%), ao comparar com os resultados de Oliveira et al. (2013), que
obtiveram resultados entre 0,74 a 1,9% de proteinas em onze variedades de
abacates (Ouro Verde, Wagner, Campinas, Paulistinha, Fuerte, Pedroso, Margarida,
Hass, Fortuna, Quintal e Reis).

O teor de acgUcares totais encontrado pode ser considerado baixo, em relacéo
aos valores relatados na literatura (4,17 a 13,2%) (ORTEGA, LOPEZ; TORRE,
2013). E altos para os acucares redutores, quando observado os valores obtidos por
outros autores (0,26 a 1,17%) (DAIUTO et al., 2014). Os abacates apresentaram
teores de solidos sollveis de 7 a 8 °Brix, indicativo de condicdo ideal de maturacdo
(SANTOS et al., 2014).

Os teores de fibras e cinzas também foram baixos, o que corrobora com 0s
estudos realizados por Daiuto et al. (2010), os quais obtiveram para o abacate da
variedade Hass, 1,62% de fibras. Oliveira et al. (2013) observaram grande diferenca
no teor de fibras em funcdo da variedade do abacate (Ouro Verde, Wagner,
Campinas, Paulistinha, Fuerte, Pedroso, Margarida, Hass, Fortuna, Quintal e Reis),
com oscilagdo de 2,95 a 8,15%, e em relacdo as cinzas, os autores relataram
variacéo de 0,83 a 2,4%.

O valor de pH do abacate (6,46) foi proximo a neutralidade e o baixo teor de
acidez (0,53%) evidenciam que € um fruto bastante adequado ao uso em
preparacdes doces ou salgadas. No estudo realizado por Chaves et al. (2013), foram
relatados para a polpa de abacate variedade Margarida, pH de 7,52 e acidez de
0,93%, ambos superiores aos encontrados no presente estudo para a variedade
Breda.

O teor de clorofila na polpa dos abacates da variedade Breda (0,18 mg kg™),
apresenta-se fora dos limites relatados por Wang; Bostic e Gu (2010) para sete
variedades de abacate (Slimcado, Simmonds, Loretta, Choquette, Booth 7, Booth 8,
Tonnage e Hass), cujos valores variaram de 2,7 a 28,7 mg kg™. J4 o teor de
carotenoides obtido neste estudo (4,63mg kg*), estd condizente com aquele
relatado pelos autores (1,5 a 7,1 mg kg™).

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos, obteve-se baixos valores para 0s
abacates da variedade Breda (97,27 mg &cido gélico kg™), em relagéo a valores
relatados na literatura (600 a 4900 mg kg™') (WANG, BOSTIC; GU, 2010). No
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entanto, a atividade antioxidante obtida para os abacates da variedade Breda
(78,90%) foi superior ao relatado por Wang et al. (2012), (60,29%), em abacate da
variedade Hass. Além dos compostos fendlicos, a vitamina C, a vitamina E e o0s
carotenoides também podem influenciar nos valores de atividade antioxidante
(CHINA et al., 2011).

Quanto ao rendimento dos Oleos de abacate, observa-se que independente
das condicbes de secagem, a extracdo utilizando o Soxhlet (solvente) produziu
maior rendimento em Oleo quando comparada com a prensagem a frio (Figura 1).

Além da maior eficiéncia na remoc¢éo da gordura quando se utilizam solventes
organicos, segundo Mostert et al. (2007), a maior propor¢cdo de O6leo removida,
parcialmente se explica pela baixa seletividade da extracdo com hidrocarbonetos,
que carreiam maior quantidade de fosfolipideos, ceras, pigmentos e outras
substéancias sollveis no sistema de solvente utilizado.

O rendimento na prensagem a frio pode ser melhorado quando grandes
guantidades de polpa séo prensadas, pois tornam as perdas menos significativas,
uma vez que parte do Oleo é retida na massa quando pequenas quantidades de
polpa s&o mecanicamente prensadas.

Comparando-se o rendimento em Oleo da polpa seca a 40 e a 60 °C,
verificou-se um efeito positivo com o aumento da temperatura. Os valores obtidos
neste estudo foram similares aos descritos por Santos et al. (2014), os quais
avaliaram o rendimento de extracdo de 6leo de abacate da variedade Fortuna em
funcdo do processo de secagem (secagem por liofilizacdo ou fluxo de ar: 40 a 70
°C), e relataram rendimento entre 25 e 33% por prensagem a frio e entre 45 e 57%

por extracdo com solvente.
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54.7+0.1 55.2+ 0.0

43.1+0.1 428+ 0.1
278+ 0.1
251+ 0.1
! 40S ! 60S 60VP

Tratamentos

Rendimento em 6leo (%)

Figura 1 - Porcentagem de 6leo extraido da polpa de abacates da variedade Breda, em fungdo do
processo de secagem da polpa a 40 °C e 60 °C (40P, 40S, 60P e 60S) e a vacuo a 60 °C (60 VP e 60
VS) e do método de extracdo do 6éleo por presagem mecanica (40P, 60P e 60VP) ou Soxhlet (40S,
60S e 60VS).

De acordo com os dados da Tabela 2, observa-se que houve influéncia tanto
do processo de secagem da polpa quanto do método de extracdo do 6leo nos
indices de peréxido (I.P.). O maior indice foi observado no 6leo em que a polpa
passou pela secagem a 40 °C e extracdo por prensagem; e o menor indice foi obtido
da polpa seca a 60 °C em estufa a vacuo e extracdo por solvente. Diferentes valores
tém sido relatados na literatura para o I.P. de 6leos de abacate. No estudo de Bora
et al. (2001), com o 6leo extraido por solventes a partir da polpa seca de abacates
da variedade Fuerte a 50 °C foi obtido um I.P. de 1,4 mEqg-g O, kg™. No estudo de
Ortega; L6pez e Torre (2013), com abacate da variedade Hass, o 6leo extraido por
solvente apresentou valor de 3,79 mEg-g O, kg™*. Salgado et al. (2008), trabalhando
com abacates da variedade Margarida, cuja polpa foi seca a 50 °C e a extracao do
6leo obtida por solvente, obtiveram I.P. de 20,58 mEqg-g O, kg™™.
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Tabela 2 - indices de qualidade do 6leo de abacate da variedade Breda obtido por diferentes formas de secagem da polpa e de

métodos de extragdo do 6leo

Processo de Parametros avaliados

Secagem I.P. 1. A I.R. C

Prensagem mecanica

40 °C 7,43+0,20 @ 90,12+1,62 5,08+0,01% 1,465+0,001 % 0,515+0,00

60 °C 4,89+0,19°  90,27+#0,04%°  1,56x0,06°°  1,466+0,001% 0,325+0,00'

60 °C Vacuo 4,49+0,38 ¢ 91,39+0,66 ° 1,64+0,11° 1,465+0,001 % 0,375+0,00 ©

Extracdo com solvente

40 °C 6,15+0,09°  87,68+1,36 " 4,67+0,09" 1,465+0,001 %  0,465+0,00 "

60 °C 5,89+0,22 " 88,26+1,24° 1,37+0,01 ¢ 1,465+0,001 %  0,455+0,00 ©

60 °C Vacuo 3,32+0,00 ® 88,20+0,00 ° 1,17+0,07 © 1,465+0,001 @  0,405+0,00 ®
I.P. = indice de peréxidos, em mEq-g O, kg™ de 6leo; I.I. = indice de iodo, em g de 1,100 g™ de 6leo; A= indice de acidez, em g de &cido

oleico 1OOg"l de dleo; I.R.= indice de refracao, valor adimensional; C = condutividade elétrica, em ps cm™. Valores seguidos de letras

diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5% pelo teste de Tukey.
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De uma forma geral, os maiores valores para o indice de iodo foram
observados nos 6leos obtidos por prensagem; contudo, sem que houvesse diferenga
significativa nos valores dos 6leos obtidos das polpas submetidas as diferentes
condicbes de secagem. O fato do indice de iodo ter sido menor para o 6leo obtido
por solvente indica um 6leo mais saturado, e, consequentemente, menor capacidade
em incorporar iodo ou outros halogéneos as duplas ligacdes da cadeia, o que
acarreta em uma menor susceptibilidade a rancidez oxidativa. Os valores obtidos
estdo condizentes com os relatados por Bora et al. (2001), que encontraram para a
variedade Fuerte valores inferiores para indice de iodo (77,6gl,.100 g). No estudo
de Salgado et al. (2008), com a variedade Margarida e de Ortega; LOpez e Torre
(2013), com a variedade Hass, os valores do indice de iodo foram superiores ao do
presente estudo, de 96gl,.100 g* e 85,65 g de I, 100 g™, respectivamente.

A secagem da polpa a 60 °C sob vacuo produziu 6leos com baixos valores
para o indice de acidez. O método de extracdo do 6leo também influenciou nos
valores, sendo que a extracdo por solvente produziu menores valores. Por outro
lado, a secagem da polpa a 40 °C proporcionou elevacdo nos valores de acidez,
possivelmente em funcdo da maior atividade das enzimas lipases, que nesta
temperatura ainda permanecem ativas, enquanto que a 60 °C estas enzimas séo
praticamente inativadas.

Além da influéncia da temperatura de secagem da polpa, o aguecimento
aplicado durante a extracdo do 6leo por Soxhlet, possivelmente, tenha contribuido
para a inativacdo de enzimas lipases e lipoxigenases, o que reverteu em valores de
I.P. e indice de acidez mais baixos. A inativacdo dessas enzimas em aquecimento foi
demonstrada por Jacobo-Velazquez et al. (2010). A temperatura de processamento
pode interferir na acidez de 6leos vegetais de duas maneiras: sendo fonte de calor a
catalise da hidrélise quimica de triacilglicer6is (RODRIGUES et al., 2012) ou
conferindo condicdes ideais a atuacdo de lipases endbégenas (MRAICHA et al.,
2010). Ciafardini et al. (2006), em estudos realizados com azeite de oliva
demonstraram que a atividade dessas enzimas no azeite é intensa na faixa de
temperatura entre 20 e 30 °C, sendo totalmente inibida em temperaturas acima de
60 °C. Com base nisso, € provavel que a secagem a 40 °C tenha conferido

condicdes a acao de lipases presentes na polpa, resultando em um éleo com acidez
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maior que o extraido da polpa seca a 60 °C, em que estas enzimas podem ter sido
totalmente inativadas.

Bora et al. (2001) relataram para o 6leo de abacate da variedade Fuerte,
extraido por solvente, a partir da polpa seca a 50 °C, valores semelhantes para o
indice de acidez (1,23%) aos obtidos com o 6leo cuja polpa foi seca a 60 °C sob
ventilagdo ou a vacuo. No estudo de Santana et al. (2011), em que a polpa foi seca
a 60 °C com subsequente extracao por solvente ou por prensagem, baixos valores
para o indice de acidez foram obtidos, variando de 0,42 a 0,70%.

Nao hé legislagdo nacional ou internacional especifica para 6leo de abacate,
assim, os valores obtidos foram comparados com aqueles preconizados para o
azeite de oliva, que € o0 que mais se assemelha ao abacate. Os valores obtidos
estdo condizentes com a legislacdo brasileira (2005) e com o Codex Alimentarius
(2015), com excecdao para os valores do indice de acidez das amostras obtidas a 40
°C, independente do método de extracao.

Em relacdo aos valores do indice de refracdo (I.R.), ndo houve diferenca
estatistica para as diferentes amostras, independente do método de secagem da
polpa e de extragcdo do 6leo. O I.R. é caracteristico de cada tipo de 6leo, estando
relacionado com o numero de insaturacdes, além do grau de oxidacado, teor de
acidos graxos livres e tratamento térmico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). Esse
valor demonstra que as alteracfes ocasionadas pelo processo de secagem, em
funcdo dos diferentes tratamentos, ndo foram suficientes para modificar o
comportamento éptico das amostras. No entanto, Bora et al. (2001) no seu estudo
com a variedade Fuerte extraido por solvente a partir da polpa seca a 50 °C
encontraram um valor inferior para o I.R. (1,4608).

Quanto aos valores de condutividade elétrica dos o0leos, houve variacao
significativa, independente do método de secagem ou de extracdo aplicados. A
condutividade elétrica pode ser afetada pela presenca de produtos primarios da
oxidacdo lipidica, mas principalmente pelos produtos da hidrélise dos glicerideos. Os
maiores valores de condutividade elétrica foram obtidos para as amostras secas a
40 °C, justamente os 6leos que apresentaram maiores valores para o |.P. e indice de
acidez. Por outro lado, também a presenca de compostos minoritarios, com potencial
dissociavel, pode ter influenciado na condutividade (ATKINS; PAULA, 2012).
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A degradacao do 6leo ocorre, primeiramente, com a formag¢do de compostos
primérios de oxidagdo, medidos através do K3, 0S quais sdo muito instaveis e
podem ser degradados sequencialmente em produtos secundarios de oxidacao,
cujos compostos formados sédo volateis e causam alteracdes de odor e sabor nos
Oleos, além de serem prejudiciais a saude dos consumidores, 0s quais podem ser
medidos através do K,7o (RODRIGUES et al., 2012).

Os maiores valores de absorcdo encontrados foram em 232 nm em
comparacdo com o comprimento de onda de 270 nm (Tabela 3). Segundo a
legislacao (INSTRU(;AO NORMATIVA N° 1, DE 30 DE JANEIRO DE 2012), para o
azeite de oliva receber a denominagéo de “extra virgem”, deve encontrar-se dentro
dos limites de absorcdo estipulados, que sé@o de Ky3, < 2,50 e de Ky7o < 0,22. De
acordo com a legislacdo, ndo ha parametros de absorcédo para os demais tipos de
Oleos. Os valores de absorcdo dos 6leos, em ambos os métodos de secagem e
processos de extracao do Oleo de abacate, foram entre 2,07 a 2,60 nm para o0 K3, €
de 0,34 a 0,98 para o Kz7o.

Tabela 3 - Coeficiente de extingdo especifica a 232 nm (Kzz2) € 270 nm (Kz70) do 6leo
de abacate obtido por diferentes formas de secagem da polpa e método de extracédo

do 6leo

Processo de Extracao Coeficiente de extincdo especifica

Prensagem mecanica Koz K270

40 °C 2,59 + 0,022 0,72 + 0,02°
60 °C 2,60 + 0,042 0,98 + 0,04%
60 °C Vacuo 2,59 + 0,052 0,93 + 0,01°
Extracdo com solvente

40 °C 2,07 + 0,03° 0,34 +0,02°
60 °C 2,35 + 0,05" 0,45 + 0,02°
60 °C Vacuo 2,31 +0,07° 0,46 + 0,02°

Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna

significAncia pelo teste de Tukey.

, diferem estatisticamente a 5 % de

Os maiores valores de absorcdo medidos em 232 e 270 nm foram

encontrados para os Oleos extraidos por prensagem mecanica. No Kz, ndo se
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verificou diferenca estatistica entre as diferentes formas de secagem da polpa do
abacate na extracdo do O6leo por prensagem mecanica, enquanto que no Kyzg
observou-se diferenca em todas as amostras realizadas. Lima et al. (2006) ao
estudarem a estabilidade térmica do 6leo de soja extraido por solvente e prensagem
também concluiram que o 6leo obtido por solvente foi termicamente mais estavel do
que o Oleo por prensagem. Nas andlises de indice de qualidade avaliados neste
estudo (peréxidos e acidez) também observou-se este mesmo comportamento, ou
seja, valores superiores nos 0Oleos prensados em relacdo aos Oleos extraidos por
solvente.

De acordo com a Tabela 4, observa-se que o conteudo de carotenoides,
clorofilas, compostos fendlicos, tocoferois e a atividade antioxidante dos 6leos de
abacate da variedade Breda foram fortemente afetados pelo processo de secagem
da polpa e pelo método de extracao dos 0Oleos.

De uma forma geral, para os compostos bioativos, possivelmente a inativagao
enzimatica obtida a 60 °C e a extracdo por prensagem auxiliou na preservacéo dos
compostos e, consequentemente, maiores valores de atividade antioxidante foram
obtidos, porém o aquecimento adicional ocasionado pela extracdo por Soxhlet pode
ter sido responsavel pela degradacdo de parte dos bioativos avaliados.
Diferentemente do que foi observado para os indices de qualidade, em que os
melhores resultados foram obtidos pela extracdo dos Oleos com solventes,
provavelmente, devido a inativacdo enzimatica auxiliar na preservacéao do 6leo.

A aplicacdo do aquecimento da polpa em estufa a vacuo resultou em maior
preservacdo dos compostos bioativos no 6leo do que o aguecimento a 40 °C, mas
resultou em menor preservacdo do que o aquecimento em estufa sob ventilacdo a
60 °C, tanto no 6leo obtido por prensagem quanto por extragdo com solvente. Isso
pode ser parcialmente explicado em fungcéo de que no processo a vacuo ter-se um
produto com maior expansao, que mostra uma estrutura porosa e inflada, com maior
area de contato, portanto, ficando mais susceptivel as alteracdes pelo aquecimento.
Essa estrutura expandida, por sua vez, corrobora com uma alta razdo area/volume,
gue resulta em altas taxas de secagem (JAYA; DAS, 2003). Esse efeito, entretanto,
pode também ter contribuido para a intensificacdo na degradacdo de compostos
bioativos, em funcdo da maior area de contato da matéria-prima com o calor, ja que

na secagem em estufa a vacuo houve pequenos prejuizos na preservagdo dos
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compostos, quando comparada com a secagem sob ventilagio na mesma
temperatura. Ainda assim, observou-se que na maior temperatura de secagem (60
°C), independentemente do tipo de estufa usada, houve maior preservacao dos
compostos bioativos do que na secagem a 40 °C, reforcando a teoria de uma
provavel inativacdo enzimética ser favorecida pela elevacdo da temperatura e

consequente manutencédo dos compostos bioativos.
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Tabela 4 - Compostos bioativos do 6leo de abacate da variedade Breda obtido por diferentes formas de secagem da polpa e de métodos

de extracéo do Gleo

Parametros avaliados

Z::;ZS:; de Carotenoides Clorofilas Cf(;:;(f;:s a-Tocoferol Atividade
antioxidante

Prensagem mecanica

40 °C 74.9943.39°¢  1.23+0.03° 460.65+3.52°  501+0,08°  88,944+529 *

60 °C 103.70£1.55® 1.36+0.02% 773.55#57.23% 6,53+0,10%  92,54+1,09 °

60 °C VAcuo 104.62+0.39® 1.27+0.04° 720.65+11.99°% 582+0,12°  86,51+4,07 ®

Extracdo por solvente

40 °C 71.95+1.46°  1.00+0.03° 108.66+31.94° 4,05+0,13°%  73,66+1,87°¢

60 °C 88.72+2.72°  1.19+0.01° 395.27+#35.23° 5094+0,33°  90,30+0,60 ?

60 °C VAcuo 85.32+0.52°  1.04+0.02° 374.88+48.13° 4,92+0,16°  81,69+1,07 "

Carotenoides = mg B-Caroteno kg™; Clorofilas = mg kg™; Compostos fendlicos = mg &cido galico kg™; a Tocoferois = mg 100g™; Atividade antioxidante = %

de inibicdo. Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5 % pelo teste de Tukey.
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O comportamento observado no conteudo de compostos fendlicos pode ser
explicado, possivelmente, pela inativagdo da enzima polifenol-oxidase a 60 °C, uma
vez gque a atividade dessa enzima esta diretamente relacionada a degradacédo de
compostos fenodlicos (LUiZ; HIRATA; CLEMENTE, 2007), pois promove a
hidroxilagdo de monofenois a o-difenois e a oxidacdo dessas substancias para suas
quinonas correspondentes (CHISARI; BARBAGALLO; SPAGNA, 2007).

Atribui-se também a maior preservacdo dos compostos minoritarios presentes
na fracado lipidica (carotenoides, tocoferois e clorofilas) da polpa do abacate seca a
60 °C a inativacdo enzimatica, principalmente em funcdo da acéo das lipoxigenases
e peroxidases. Enzimas como as lipoxigenases catalisam a degradacao oxidativa
dos carotenoides por mecanismos indiretos. Inicialmente, a enzima catalisa a
oxidacdo dos acidos graxos insaturados para a producéo de peréxidos, e estes, por
sua vez reagem com o0s carotenos. A peroxidase por sua vez, pode levar a
destruicdo da vitamina C e descoloracdo de carotenoides e antocianinas, além de
catalisar (grupo heme) a degradacédo nédo-enziméatica de acidos graxos insaturados,
com a consequente formacdo de compostos volateis, gerando um sabor a oxidado.
Além disso, a peroxidase € capaz de oxidar compostos fendlicos na presenca de
H.O, (PAULA, 2007).

O a-tocoferol foi a forma majoritaria dos tocoferois encontrada no 6leo de
abacate, e segundo Baccouri et al. (2008) é o tocoferol que apresenta a maior acao
biolégica no organismo humano. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) para a vitamina E é de 10 mg de a-
tocoferol (BRASIL, 2005). Diante disso, o 6leo de abacate demonstra ser uma boa
fonte dessa vitamina, sendo que 30 mL deste Oleo atendem a 29% das
necessidades diarias de um adulto.

Ao se comparar os resultados de compostos bioativos do 6leo de abacate,
com Oleo de oliva de diferentes variedades, pode-se observar alto teor de
carotenoides e fenois, dependendo da secagem e extracdo do 6leo e baixo teor de
clorofila e tocoferol, conforme resultados de Condelli et al. (2015), os quais
encontraram valores de carotenoides de 10,3 a 14,4 mg kg™, fenois totais de 350 a
408 mg L™, clorofila de 7,80 a 20 mg kg™ e a-tocoferol de 151 a 223 mg L™,

Em relagdo a atividade antioxidante, todos os Oleos de abacate,

independentemente do processo de secagem e de extracdo do Oleo, apresentaram
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mais de 70% de inibicdo. Hassimotto; Genovese; Lajolo (2005) classificaram a
atividade antioxidante como boa, intermediaria e baixa, para valores de inibicdo >
70%, entre 40 a 70%, e < 40%, respectivamente. Segundo esses parametros, 0s
Oleos de abacate apresentaram boa atividade antioxidante.

Assim como os compostos fendlicos e carotenoides, os tocoferois e 0s
fitoesterois, também atuam como componentes que contribuem com a estabilidade
oxidativa durante o armazenamento (LAZZEZ et al.,, 2008), sendo também
responsaveis pela atividade antioxidante dos 6leos (YOUSSEF et al., 2010). Uma
relacdo direta entre o conteido de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante
de Oleos tem sido vastamente reportada (BARTOSZEK; POLAK, 2012; NOUR et al.,
2013).

Na Tabela 5 sdo apresentados os percentuais relativos de acidos graxos no
Oleo de abacate da variedade Breda, tendo expressivo destaque em todas as
amostras de 6leos investigadas o acido oleico (58%).

Segundo Ghanbari et al. (2012) no azeite de oliva, o acido graxo oleico
também é responsavel por 60,0 — 80,0% do total de acidos graxos e por cerca de
90,0% dos acidos graxos monoinsaturados. Além do acido oleico, foram
identificados no Oleo de abacate os acidos palmitico (~ 21,0%), palmitoleico (~
7,0%), linoleico (~ 11,0%) e tricosanoico (~ 2,5%) e em menores propor¢coes
relativas, o &cido linolénico (~ 0,6%) e o docosadienoico (~ 0,76%). Segundo
Menendez et al. (2005), o acido oleico € o acido graxo majoritario na maioria dos
Oleos, e atua na reducdo do colesterol total e lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), sem reduzir as lipoproteinas de alta densidade (HDL), também age na
inibicdo da agregacédo plaguetaria e apresenta acao trombotica.

Tango e Turatti (1992) relataram em 6leos de diferentes variedades de
abacate (Quintal, Ouro verde, Wagner, Pollock, Simmonds, Waldin, Linda, Prince e
Collinson) propor¢cBes de é&cidos graxos similares aos encontrados no presente
estudo (palmitico 15,4 — 32,4%; palmitoleico 2,8 — 9,1%; estearico 0,2 — 1,5%; oleico
44,0 — 69,6%; linoleico 6,1 — 14,9%). Borges e Melo (2016) também relataram que
entre 60 e 84% dos acidos graxos encontrados em abacate das variedades Hass,
Fuerte, Gldria, Collinson, Anaheim, Itzamna, Wagner, Ouro verde, Carlsbad,
Mayapan, Winslow, Quintal, Monte d’Este, Mac Donald, Barker, Westin, Winslowson,

Sinaloa, Vitéria, Waldin, Linda, Simmonds, Fortuna, Pollock, sdo insaturados.
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Tabela 5 - Composicéo (% relativo) de acidos graxos no 6leo de abacate da variedade Breda obtido

por diferentes formas de secagem e de métodos de extracdo do 6leo da polpa

Processo de secagem da polpa

60 °C vacuo em
40 °C em estufa 60 °C em estufa ]
estufa a vacuo

C16:0 (Acido palmitico)

Prensagem 19,89+0,21 P 21,22+0,60 20,73+1,08 @
Solvente 20,97+0,21 21,33+0,62 21,28+0,18
C16:1 (Acido palmitoleico)
Prensagem 6,51+0,17 *A 6,51+0,34 2,71+3,50 28
Solvente 6,90+0,20 6,49+0,21 28 6,65+0,21 8
C18:1 (Acido oleico)
Prensagem 59,26+0,05 2° 58,58+0,68 2° 64,47+0,33
Solvente 57,12+0,18 PA 57,69+0,20 PA 57,70+0,87 PA
C18:2 (Acido linoleico)
Prensagem 10,57+0,03 ** 10,72+0,15 10,65+1,01 **
Solvente 10,90+0,12 * 10,58+0,31 *® 10,50+0,10 2°
C18:3 (Acido linolénico)
Prensagem 0,50+0,05 PA 0,57+0,01 0,41+0,44 **
Solvente 0,61+0,03 0,56+0,00 "B 0,59+0,00
C22:2 (Acido docosadienoico)
Prensagem 0,75+0,02 * 0,57+0,04 ®® 0,19+0,27 28
Solvente 0,76+0,09 #* 0,73+0,19 0,76+0,30 °*
C23:0 (Acido tricosanoico)

Prensagem 2,41+0,16 1,83+0,08 ° 0,94+0,37 *©
Solvente 2,74%0,36 ** 2,630,75 2,52+1,05 2

*Médias seguidas por letras mindsculas iguais, na coluna, néo diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

*Médias seguidas por letras mailsculas iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05);
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O conteudo de acidos graxos obtidos foi dependente do processo de
secagem e extracao do 6leo. Para a maioria dos acidos graxos, os maiores valores
foram obtidos utilizando secagem a 40 °C e extracdo por solvente, com excecdo do
acido oleico, em que os maiores valores foram obtidos com secagem a 60 °C sob
vacuo e extracdo do 6leo por prensagem a frio, e o acido palmitico em que néo se
observou diferencas entre os métodos, porém com secagem a 60 °C.

Na Tabela 6 encontram-se os dados relativos aos teores de fitoesterois do

6leo de abacate.

Tabela 6 - Fitoesterois do 6leo de abacate da variedade Breda obtido por diferentes formas de

secagem da polpa e métodos de extragdo do 6leo

Fitoesterois (mg.100g™)

Oleo de abacate variedade Breda

Processo de secagem Campesterol Estigmasterol  B-Sitosterol Total

Prensagem mecanica

40 °C 9,11+0,41 " 1,11+0,05°© 52,91+3,05™ 63,12
60 °C 9,29+3,21 " 0,98+0,37 ¢ 55,71+15,56 ** 65,98
60 °C Vacuo 6,82+0,86 °® 0,61+0,12 °© 39,53+3,56°" 46,96

Extracdo por solvente

40 °C

60 °C

60 °C Vacuo

8,18+1,28 ®® 0,81+0,14 P
7.80+1,75 " 1,12+0,32 ¢

16,37+0,28 ®® 2.09+0,04 ¢

48,96+10,63 ™ 57,95
44,63+9,48 "* 5355

93,17+2,10 * 111,63

Valores seguidos de letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente a 5 %

pelo teste de Tukey;

Valores seguidos de letras mailsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Independente do método de secagem e da extracdo do 6leo, o B-sitosterol foi

o fitoesterol encontrado significativamente em maior concentracdo nos Oleos de
abacate da variedade analisada, seguido do campesterol e do estigmasterol (Tabela
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5). Piironen et al. (2003), Berastegi et al. (2012) e Plaza et al. (2009) também
encontraram o [3-sitosterol (89-93%) como os fitoesterois majoritarios em seus
estudos com Oleos de abacate, azeite de oliva, frutas, legumes e bagas, seguido do
campesterol (6-10%) e estigmasterol (0,4-1%).

O método de secagem e extracdo do Oleo influenciou significativamente no
conteudo de fitoesterois. A secagem da polpa a 60 °C sob vacuo em conjunto com a
extracdo do Oleo por solvente, possibilitou a obtencdo de maior concentracdo dos
fitoesterois. Santos et al. (2014) para Oleo de abacate da variedade Fortuna,
encontraram contetdos préximos ao do presente estudo, com aproximadamente
88% de [B-sitosterol, cuja polpa de abacate foi submetida a secagem em estufa a
vacuo (40 e 70 °C) e extraida por prensagem a frio e de aproximadamente 87% de
B-sitosterol, cuja polpa de abacate também foi primeiramente submetida a secagem
nas mesmas temperaturas e extraida por solvente. Possivelmente o maior contetdo
de fitoesterois na extracao por solvente deva-se ao fato do solvente ser mais seletivo
na extracdo desses compostos, 0 que nNao ocorre na extracdo por prensagem, que
arrasta com o 6leo inUmeros compostos, mas muitos ainda permanecem no material
solido resultante da prensagem.

Na Figura 2 encontra-se um cromatograma tipico dos fitoesterois encontrados
no 6leo de abacate da variedade Breda obtido por diferentes processos de secagem

da polpa e método de extracao do dleo.
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Figura 2 - Cromatograma tipico de GC/MS do 6leo de abacate variedade Breda obtido por diferentes

processos de secagem da polpa e método de extracao do éleo
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3.5 Concluséo

Abacates da variedade Breda sé&o frutos de porte grande contendo cerca de
72% de polpa em relacdo ao peso total do fruto. A polpa destaca-se pelo expressivo
conteudo de umidade, proteinas e pela alta atividade antioxidante.

Os teores de 6leo obtidos variaram entre 25 a 43% utilizando-se prensagem a
frio e, entre 43 a 55% com extracdo por solvente. De uma forma geral, a secagem da
polpa a 60 °C sob vacuo com subsequente extracdo do Oleo por solvente resultou
nos melhores indices de qualidade.

O contetdo de compostos bioativos foi influenciado tanto pelo método de
secagem da polpa quanto pelo processo de extracao do Oleo. A secagem da polpa a
60 °C e a utilizacdo da prensagem mecanica resultaram na maior preservacao da
maioria dos compostos bioativos, exceto para os fitoesterois.

O processo de secagem a vacuo a 60 °C e subsequente extracdo por
prensagem a frio reverteram no maior percentual de 4cido oleico no 6leo.

O ¢6leo obtido por prensagem mecanica, cuja polpa foi seca a 60 °C em estufa
a Vvacuo apresentou-se como opcdo para obtencdo de Oleo de abacate com
excelentes propriedades bioativas e dentro dos parametros de qualidade
preconizados pela legislagdo, no entanto, em relagdo aos fitoesterois, o processo de
extracdo por soxhlet, resultou em teores mais elevados.

Os dados obtidos neste estudo contribuem para ampliar o conhecimento
sobre o efeito do processo de secagem da polpa e do método de extracdo do 6leo
de abacate sobre os parametros de qualidade, no conteido de compostos bioativos
e na composicao de 4cidos graxos.
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4 Capitulo 2 - Encapsulacao de 6leo de abacate em fibras ultrafinas de zeina
por electrospinning

Resumo

O objetivo deste estudo foi encapsular o 6leo de abacate em fibras ultrafinas de
zeina pela técnica de electrospinning e avaliar sua liberacdo em diferentes
condicbes de pH, temperatura e agitacdo, bem como no fluido gastrointestinal
simulado. O 6leo de abacate foi extraido pelo processo de prensagem mecanica
para a maior preservacdo dos compostos bioativos. O Oleo de abacate, nas
concentracdes de 15 e 30% (p/p), foi incorporado nas solugdes poliméricas de zeina
de 20, 25 e 30% (p/v). As solucdes poliméricas foram avaliadas quanto a
viscosidade e a condutividade elétrica. As fibras de zeina contendo o Oleo de
abacate foram desenvolvidas pela técnica de electrospinning e avaliadas pela
eficiéncia de encapsulacdo, morfologia e distribuicdo de tamanho de diametro,
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier acoplada a
técnica de refletancia total atenuada (FTIR-ATR) e difracdo de raio-X. Também foi
avaliada a liberacdo dos carotenoides em diferentes condi¢cdes de pH, temperatura e
agitacao, bem como, sua liberacao gastrointestinal in vitro. Na concentracdo de 30%
de zeina, independente da concentracdo de 6leo de abacate, foram obtidas fibras
ultrafinas, continuas, sem fragmentacdo, sem formacédo de beads, com superficies
lisas e com distribuicdo de diametro variando entre 357 a 971 nm, enquanto que na
concentracdo de 20% de zeina ndo ocorreu a formacdo de fibras continuas,
independente da concentracdo de Oleo de abacate. A eficiéncia de encapsulacdo do
Oleo de abacate nas fibras de zeina variou de 57,5% a 80,6%, dependendo da
concentracdo de zeina e de 6Oleo. A analise de FTIR-ATR evidenciou a encapsulacéo
do 6leo e a difratometria de raio-X demonstrou a estrutura amorfa das fibras.
Verificou-se que pHs proximos a neutralidade (6 e 8), temperaturas de 60 e 90 °C e
agitacdo de 18 rotacfes por minuto (rpm) por até um min, reduzem a liberacado dos
carotenoides da fibra composta de 30% de zeina e 30% de Oleo. Observou-se
também que o perfi de liberacdo dos carotenoides foi proximo ao ideal em condicbes
gastrointentinais simuladas.

Palavras-chave: morfologia, eficiéncia de encapsulacdo, solucdo polimérica,
simulacédo gastrointestinal.

4.1 Introducao

O abacate (Persea americana) € um fruto muito produzido mundialmente,
inclusive no Brasil e reconhecido pela alta concentracdo de lipideos em sua polpa,
0s quais podem alcancar até 35% deste componente, dependendo da variedade, o
que o torna fonte para extragédo de 6leo. O Oleo, por sua vez, destaca-se pelo teor de
acidos graxos monoinsaturados, fosfolipideos, fitoesterois, carotenoides, alcoois
alifaticos, alcoois terpénicos, tocoferois e esqualeno (SANTOS et al.,, 2014). Essa
infinidade de compostos bioativos, o torna um composto com potencial a ser

encapsulado, uma vez que as tecnologias de encapsulagdo tém atraido a atencéo
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dos fabricantes de alimentos que buscam por inovagéo, visando sempre manter ou
aumentar o valor nutricional dos alimentos, com compostos bioativos (LOPEZ-
RUBIO; GAVARA; LAGARON. 2006).

Existem, atualmente, diversas técnicas para este fim, dentre as quais, a de
electrospinning é amplamente utilizada pela sua simplicidade, versatilidade e baixo
custo (NEO et al., 2013). Além disso, essa técnica ndo necessita aumento de
temperatura durante o processo, 0 que a torna ideal para a encapsulacdo de
compostos bioativos que apresentam baixa estabilidade térmica.

A técnica de electrospinning tem a finalidade de produzir fibras, dependendo
das condi¢cdes do processo. As fibras produzidas apresentam elevada relacdo entre
superficie e volume, elevada porosidade, maleabilidade, ampla variacdo de tamanho
e formas, e elevada resisténcia mecanica. As fibras produzidas por electrospinning
podem apresentar tamanhos nanométricos, o que permite a liberacdo controlada de
compostos bioativos encapsulados. Essa tecnologia tem sido muito utilizada na area
biomédica, em processos de filtracdo e imobilizacdo de enzimas, na biotecnologia,
na engenharia ambiental, na elaboracdo de embalagens, em alimentos e na
armazenagem e geracao de energia, dentre outras (RENEKER et al., 2000; STITZEL
et al., 2001; SMITH; MA, 2004; RAMAKRISHNA et al., 2006).

Os polimeros usualmente utilizados no processo de electrospinning incluem o
colageno, quitosana, gelatina, caseina, acetato de celulose, quitina, fibrinogénio, poli
(acido-L-latico), néilon, acetato de polivinila, zeina, entre outros (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010). Dentre estes, a zeina, que € uma proteina hidrofébica extraida do
milho, tem sido utilizada para diversas aplicacdes, apresentando como principais
caracteristicas alta resisténcia térmica, grande barreira ao oxigénio, baixo custo e
ser atéxica (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

Dentre os compostos bioativos, presentes no 6leo de abacate, os carotenoides,
podem atuar como antioxidantes naturais, os quais tem a fungcdo de proteger as
células contra espécies reativas de oxigénio e radicais livres, devido ao sistema de
duplas ligacbes conjugadas presentes em sua estrutura, as quais influenciam nas
suas propriedades quimicas, bioquimicas e fisicas (LIMON et al., 2015). No entanto,
a presenca dessas duplas ligacdes, tornam esses compostos facilmente suscetiveis
a oxidacdo, devido a acdo de acidos, luz ou altas temperaturas, e assim podendo

haver alteracdo da cor, sabor e perda da atividade pré-vitamina A de alguns
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carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA; RODRIGUEZ; AMAYA-FARFAN, 2006). Uma
alternativa de proteger os compostos bioativos e aumentar suas aplicacbes em
alimentos é a encapsulacao.

Diversas pesquisas tém sido realizadas sobre encapsulacdo de compostos
bioativos, utilizando diferentes técnicas, como spray-dryer para encapsular extrato
de pimenta vermelha (Capsicum annum L.), rico em pré-vitamina A e vitamina E
(ROMO-HUALDE et al.,, 2012), liofilizacdo e processo de extragcdo em fluido
supercritico para encapsular licopeno (BLANCH et al.,, 2007), extrusdo para
encapsular 6leo essencial D-limoneno (LEVI, 2015), no entanto, ndo existem
trabalhos sobre encapsulagcédo de 6leo de abacate em fibras ultrafinas de zeina pela
técnica de electrospinning. Assim, o objetivo deste estudo foi encapsular 6leo de
abacate em fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning e avaliar as
fibras por meio das técnicas de eficiéncia de encapsulacédo, morfologia e diametro,
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier acoplada a
técnica de refletancia total atenuada (FTIR-ATR), difracdo de raio-X além de
determinar a liberacédo de carotenoides em diferentes condi¢cdes de pH, temperatura,

e agitacdo, bem como simulacéo gastrointestinal in vitro.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Materiais

Os frutos de abacate da variedade Breda foram obtidos por doacdo de um
produtor de Sebastido do Paraiso/MG, durante a safra de 2015. Para a producéo
das fibras, foi utilizada a proteina zeina (99%), adquirida da Sigma Aldrich (Brasil),
sendo todos os demais reagentes utilizados de alta pureza (PA).

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Extracao do 6leo de abacate

Os frutos do abacateiro foram sanitizados em agua clorada a 200 mg L™ por
15 min, lavados em &gua corrente e posteriormente cortados manualmente para
obtencdo da polpa. A polpa foi imersa em solugdo de acido citrico a 1% (m/v)
durante 15 min, para evitar o escurecimento enzimatico e apos foi seca em estufa a
vacuo a 60 °C (Vacuoterm 6030 A, Brasil) até, aproximadamente, 5-6% de umidade
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final. O 6leo foi extraido pelo processo de prensagem mecéanica (MA035, Marconi,
Brasil), utilizando uma forga de 9 ton a 23 + 2 °C. O 6leo foi armazenado em vidro

ambar sob congelamento a -18 °C até a sua utilizacao.

4.2.2.2 Preparo das solugdes poliméricas de zeina e 6leo de abacate

As solugbes poliméricas foram preparadas dissolvendo 2,0, 2,5 e 3,0 g de
zeina em 10 mL de etanol aquoso 70% (v/v), para a obtencdo de solu¢cdes com
concentracbes de 20, 25 e 30% (p/v), respectivamente e homogeneizadas em
agitador magnético (Biomixer QL-901, Brasil) por 2 h. O Oleo de abacate foi
adicionado nas solucdes poliméricas nas concentracdes de 0, 15 e 30% (p/p), em
relacdo ao peso da zeina, cujas solucbes foram homogeneizadas em agitador
magnético (Biomixer QL-901, Brasil) por 15 minutos.

4.2.2.3 Producéao de fibras ultrafinas pela técnica de electrospinning

Os parametros utilizados para a producdo de fibras ultrafinas com diferentes
concentracdes de zeina e 6leo de abacate, foram: taxa de alimentacdo de 1 mL h™,
distancia da agulha até o coletor de 16 cm, didmetro de agulha de 0,7 mm e a
tensdo em torno de 20 kV. As solucdes poliméricas foram adicionadas em seringas
de 1 mL e a taxa de fluxo da solucdo polimérica foi controlada por uma bomba de
infusdo de seringa (KD Scientific, Modelo 200, Inglaterra). O processo de
electrospinning foi realizado através da utilizacdo de um eletrodo positivo, conectado
a uma fonte de alta tensdo com corrente continua (-30/+30kV, Instor, Inglaterra),
acoplado diretamente na ponta da agulha metalica na saida da seringa e um
eletrodo negativo conectado a um alvo metalico coberto com folha de aluminio
posicionado no sentido horizontal a bomba de infusdo, para a deposi¢édo das fibras.
No decorrer do processo, a temperatura ambiente foi controlada a 23 + 2 °C por
condicionador de ar e a umidade relativa a 45 + 2%, controlada por um
desumidificador. As fibras ultrafinas foram formadas em funcdo da atracdo e

transporte da solucéo polimérica ao coletor.

4.2.2.4 Avaliacéo das solugdes poliméricas

63



A condutividade elétrica das solugbes foi determinada através de um
condutivimetro (Medidor CON500, Benchtop Meter, USA), e os resultados expressos
em pS cm™. A viscosidade aparente das solu¢des foi medida em um viscosimetro
digital Brookfield (Model DV — II, USA), utilizando um spindle n°18 e 100 rpm. Todas
as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (23 = 2°C) e os resultados

expressos em mPas.

4.2.2.5 Avaliacao das fibras ultrafinas de zeina e 6leo de abacate
4.2.2.5.1 Eficiéncia de encapsulacao

Uma vez que o 0Oleo de abacate possui compostos bioativos lipossolluveis, a
eficiéncia de encapsulacédo foi determinada pelo teor de carotenoides. O conteudo
de carotenoides na superficie das fibras foi determinado através da homogeinizagéo
de 0,05 g de amostra com 5 mL de hexano em vortex (Biomixer QL-901, Brasil)
durante 1 min e centrifugacdo (206 Fanem-BL, Alemanha) a 1057 g por 3 min. A
fase apolar foi coletada e analisada em espectrofotdmetro (Jenway 6705, Inglaterra)
a 450 nm, segundo a metodologia de Sutter, Buera e Elizalde (2007). Enquanto o
contetdo de carotenoides do 6leo de abacate foi determinado pela dissolucdo de
0,1g do oleo em 25 mL de hexano, segundo metodologia de Rodriguez-Amaya
(2001), cuja absorbancia foi medida em espectrofotobmetro a 450 nm (Jenway 6705,
Inglaterra), sendo o contetdo de carotenoides expressos em ug de [3-caroteno por g
de amostra (Equacéo 1).

Abs xV (mL) x 10°
Alcm1% x 100 x P (g)

Carotenoides totais (ug.g™) = x 100

Abs consiste na absorbancia; V no volume da solucdo (10 mL); Aim'” 0

coeficiente de absorc¢do (2500, equivalente ao carotenoide majoritario 3-caroteno no
solvente etanol) e; P o0 peso da amostra diluido no volume V.
O resultado da eficiéncia de encapsulacao (EE) foi calculado pela porcentagem

de carotenoides encapsulados (Equacéo 2).

%EE= ——— x100 eq. 2
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“Ca” representa o conteudo de carotenoides do 6leo de abacate adicionado as

fibras, “Cs” o conteudo de carotenoides na superficie.

4.2.2.5.2 Morfologia e distribuicao de diametro das fibras ultrafinas

A morfologia das fibras ultrafinas foi analisada utilizando um microscopio
eletrdnico de varredura (MEV) (Jeol, JSM-6610LV, USA), em gue uma pequena
porcdo das fibras foi colocada na superficie de um stub e, subsequentemente,
revestida com ouro através de um revestidor por crepitacdo (Deston Vacuum Desk
V; Moorestown, USA). As imagens foram analisadas utilizando uma voltagem de
aceleracdo de 15 kV e uma ampliacdo de 1000 x e 3000 x. O diametro médio e a
distribuicdo do diametro das fibras ultrafinas foram avaliados a partir das imagens do

MEV, sendo medidas cerca de 50 fibras, através do programa ImageJ.

4.2.2.5.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de

Fourier acoplada a Técnica de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os grupamentos funcionais da zeina e do 6leo de abacate, assim como das
fibras foram investigados utilizando espectrometro com transformada de Fourier
(FTIR-ATR) (IRPrestige21, Shimadzu, Japdo). A andlise dos espectros foi realizada
na regido do infravermelho médio com intervalo de nimero de onda de 1000-3500
cm™ e resolucdo espectral de 4 cm™. Os sinais foram processados utilizando o
software GRAMS (Galactic Industries Corp., EUA).

4.2.2.5.4 Difracao de raio-X

A caracterizagdo das fibras ultrafinas foi realizada em difratdbmetro de raios-X
(D8 ADVANCE BRUKER, EUA), em que a fonte de raios-X foi de radiagao Cu Ka (A
= 1,5418 A), alimentado a 40 kV e 40 mA. A medida foi realizada sob o angulo 28
variando de 10 a 100 °.

4.2.2.6 Liberacéo de carotenoides

4.2.2.6.1 Liberacdo de -carotenoides em diferentes pHs, temperatura e

condi¢cdes de agitacdo
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Das fibras obtidas, a que apresentou, de uma forma geral os melhores
resultados, foi avaliada quanto a liberagdo dos carotenoides.

A liberacao de carotenoides em diferentes pHs foi avaliada submetendo-se as
fiboras em pHs de 2, 4, 6, 8 e 10, através de solu¢cdes contendo acido citrico e
hidroxido de sodio.

Na avaliacdo da liberagcdo em diferentes temperaturas, utlizaram-se as
temperaturas de 20, 60 e 90 °C.

Na avaliacdo frente a agitacéo, utilizou-se diferentes rotacdes (3, 6, 9, 12, 15
e 18 rpm), a qual foi realizada com auxilio de um ultra turrax (IKA T8 digital,
Alemanha) em diferentes tempos de agitacéo (1 e 3 min).

A reacdo de carotenoides, por sua vez seguiu a metodologia descrita na
secao 4.2.2.5.1.

4.2.2.6.2 Liberagao de carotenoides gastointestinal in vitro

O perfil de liberacdo in vitro simulando os fluidos: gastrico e intestinal foi
avaliado segundo metodologia descrita por Chiu et al. (2007); Paramera; Konteles e
Karathanos (2011) e Zheng et al. (2011). Solucbes de acido citrico 0,1M e fosfato
dissddico, foram misturadas em propor¢cées adequadas, a fim de se obter solucdes
com pH final de 2,00 e 8,00 (CHIU et al., 2007). A solugdo com pH 2,00 (simulagéo
de fluido géstrico) continha 0,3% de enzima pepsina; e a solu¢do com pH 8,00
(simulacéo de fluido intestinal) continha 0,1% de enzima pancreatina (PARAMERA;
KONTELES; KARATHANOS, 2011). Foram pesadas 0,02 g das fibras, adicionadas a
10 mL das solugdes e incubadas a 37°C sob agitacéo, sendo retiradas nos tempos
0, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos. A cada tempo, as amostras foram
retidas e submetidas a centrifugacdo (206 Fanem-BL, Alemanha) a 10579 por 5min,
separado o sobrenadante, sendo posteriormente avolumadas para 10 mL com os
fluidos. A reacéo de carotenoides foi realizada com 5 mL dos fluidos e adicionada de
5 mL de hexano, agitadas no vortex (1min) e centrifugadas. A reacao de liberacdo de

carotenoides, por sua vez seguiu a metodologia descrita na se¢ao 4.2.2.5.1.

4.3 Andlise estatistica

66



Os resultados foram expressos através das médias e desvio padréo, referentes
as determinacg0des realizadas em triplicata por meio de andlise de variancia (ANOVA)

e teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa Statistix 10.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Caracterizacdo das solucdes poliméricas

O aumento da concentracdo de zeina ocasionou aumento significativo na
viscosidade da solucdo polimérica (Tabela 1). No entanto, o aumento na
concentracdo do Oleo de abacate somente foi significativo para as solucdes

poliméricas contendo 25% de zeina.

Tabela 1 - Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solugdes poliméricas de zeina

incorporadas com 6leo de abacate

Solucao polimérica® Viscosidade Condutividade
Zeina Oleo de abacate aparente elétrica (uS cm™)
(%, p/v) (%, p/p) (mPas)

20 0 38,70 + 0,39 757,93 + 2,92
20 15 45,90 +0,2' 844,20 + 13,1°
20 30 45,10 £ 0,0' 763,07+ 4,82

25 0 63,80 + 0,2° 760,23 + 30,2°%
25 15 71,03 +0,4¢ 744,43 +9,9°
25 30 79,50 +0,2° 691,67 + 5,0°
30 0 117,63+ 0,4 804,00 + 1,5°
30 15 146,80 + 0,3 747,67 + 4,0°
30 30 149,43 + 5,62 697,30 + 8,3°

!Letras distintas na mesma coluna, representam diferenca significativa entre as médias submetidas

ao teste de Tukey a 5% de significancia.

Neo et al. (2012) também observaram que o aumento na concentracdo de
zeina (1-35%), proporcionou maior viscosidade a solugdo polimérica, entretanto
maiores valores foram observados. Por outro lado, Antunes et al. (2017) ao
avaliarem a viscosidade de solucfes de zeina de 20, 30 e 40% encontraram valores

semelhantes aos encontrados no presente estudo.
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Em relacdo a influéncia do 6leo, Moomand e Lim (2015) em estudo com adic¢ao
de dleo de peixe em fibras de zeina observaram um aumento da viscosidade quando
adicionaram maior concentracdo de Oleo a fibra, de 17 a 30%, o que nao se
percebeu no presente estudo, nas concentracdes de 20 e 30% de zeina.

Segundo Bhardwaj e Kundu (2010), existe uma viscosidade 6tima para uma
solucdo ser submetida ao processo de electrospinning, que esta relacionado as
caracteristicas da solucédo polimérica, que permite a formacéo de fibras continuas,
uniformes e sem a presenca de beads. Assim, para a obtencédo de fibras as solu¢cbes
poliméricas devem ser viscosas para garantir a estabilidade do jato durante o
processo de electrospinning, uma vez que baixa viscosidade tende a produzir
capsulas (DHANALAKSHMI; LELE; JOG, 2015).

N&o foi observada diferenca significativa entre os valores de condutividade
elétrica das solu¢des poliméricas com diferentes concentracdes de zeina e 6leo de
abacate (Tabela 1). Geralmente, as proteinas dissolvidas em solugcdo aquosa
produzem ions, que sao responsaveis pela condutividade elétrica da solucéo
(RAMAKRISHNA et al.,, 2005). Assim, 0 aumento na concentracdo de proteina
poderia aumentar a condutividade elétrica da solugdo, comportamento este, néo
observado no presente estudo. De acordo com Bhardwaj e Kundu (2010), além do
tipo e da concentracdo de polimero, a condutividade da solugcdo também pode ser
influenciada pelo solvente e pela disponibilidade de compostos ionizaveis.
Ramakrishna et al. (2005) relataram que para iniciar o processo de electrospinning, a
solucdo polimérica deve ter carga estatica suficiente para estabelecer a forca de
repulsdo que deve exceder a tensdo superficial da solugéo polimérica. Além disso, o
subsequente alongamento do jato do electrospinning também é dependente da
capacidade da solucdo em transportar cargas. Drosou; Krokida e Biliaderis (2017)
reportaram que a solucdo com maior condutividade elétrica promove alongamento
do jato ao longo de seu eixo, produzindo fibras de menor diametro. Assim,
parametros como viscosidade e condutividade elétrica da solucdo polimérica sao

fatores que influenciam diretamente no diametro e morfologia das fibras.

4.4.2 Caracterizagao das fibras ultrafinas de zeina e 0leo de abacate

4.4.2.1 Eficiéncia de encapsulacéao
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A eficiéncia de encapsulacdo dos carotenoides do 6leo de abacate, nas fibras
ultrafinas de zeina, variou de 61,7 a 80,6% (Tabela 2). N&o foi possivel observar
influéncia significativa no aumento na concentracdo de zeina e 6leo de abacate nos
valores de eficiéncia de encapsulacédo. Entretanto, houve reducéo significativa dos

valores de eficiéncia com a utilizacédo de 25% de zeina e 15% de Oleo.

Tabela 2 - Eficiéncia de encapsulacdo dos carotenoides nas fibras de zeina com 6leo de abacate

Solug&o polimérica® L
Eficiéncia de encapsulacao (%)

Zeina (%, p/v)  Oleo de abacate (%, p/p)

20 15 75,3+ 6,67
20 30 77,5 +11,6°
25 15 61,7 +6,1°
25 30 71,3+6,7%
30 15 77,7+7,6%
30 30 80,6 + 1,5°

! etras distintas na mesma coluna, representam diferenca significativa entre as médias submetidas

ao teste de Tukey a 5% de significancia.

As proteinas, por apresentarem natureza anfifilica, tornam-se agentes de
encapsulacdo ideais para Oleos, devido a sua capacidade emulsionante, sendo
assim amplamente utilizadas para a encapsulacdo de compostos ativos presentes
em matrizes lipofilicas (NESTERENKO et al., 2013). Dessa forma, possivelmente, a
presenca de aminoacidos apolares nessas proteinas tenha possibilitado interacdes
hidrofébicas com os constituintes do 6leo, refletindo em altos valores de eficiéncia de
encapsulacdo, mesmo em baixas concentrac6es de zeina utilizadas.

Moomand e Lim (2014) e Yang et al. (2017) ao encapsularem 6leo de peixe
em fibras de zeina, encontraram uma eficiéncia de encapsulacdo superior, de
aproximadamente, 96% e 95%, respectivamente. Bae e Lee (2008) ao
encapsularem o6leo de abacate com isolados de proteina de soro de leite (WPI)
isolado ou em combinagdo com maltodextrina (MD) DE, encontraram uma eficiéncia
de encapsulacao variando de 45 a 66%, ou seja, menor do que a encontrada no
presente estudo para fibras ultrafinas de zeina. De acordo com os resultados

encontrados no presente estudo e os relatados na literatura para diferentes oOleos, as
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fibras de zeina produzidas via electrospinning foram eficientes para encapsulacéo de

Oleo de abacate.

4.4.2.2 Morfologia e distribuicdo de diametro

As fibras obtidas com solucdo de zeina 30% (Figuras 1n, 1p e 1r)
apresentaram morfologia ultrafina, com superficies lisas e sem fragmentacdo ou
formacéo de beads. No entanto, as fibras produzidas com 20% de zeina (Figuras 1a,
1c e 1le), independente da concentracdo de Oleo de abacate, apresentaram
morfologia descontinua e com presenca de beads. O surgimento dos beads na
estrutura das fibras se deve a variagbes no processo de electrospinning,
principalmente ao desnivelamento desigual da fibra durante o processo de
estiramento, sendo que os principais fatores que influenciam a formacéo destes sao
a viscosidade da solucdo, a qual em baixa concentracéo tende a formar capsulas ao
invés de fibras, a tenséo superficial e a densidade da carga liquida transportada pelo
jato.

O campo eletrostatico submetido e a condutividade da solucdo polimérica
controlam a densidade de carga desse liquido transportado durante o processo.
Uma alternativa para reduzir a tensédo superficial e eliminar o nimero de fibras com
beads é adicionar surfactante a solucdo (TORRES-GINER; GIMENEZ; LAGARON,
2008). Imagens morfologicas semelhantes as encontradas no presente estudo para
as fibras contendo 20% de zeina, também foram relatadas por Moomand e Lim
(2014), os quais nesta mesma concentracdo obtiveram tanto morfologias lisas com
formacdo de beads, cuja morfologia foi dependente do solvente utilizado (etanol ou
isopropanol). Deng et al. (2018) ao produzirem fibras de zeina na concentracdo de
30%, utilizando 80% de acido acético para dissolucédo também obtiveram fibras com
aparecimento de beads, cuja morfologia adquiriu superficie lisa na presenca de
gelatina combinada a zeina. Um dos fatores que mais influencia na morfologia das
fibras, de acordo com Okutan; Terzi e Altay (2014) é a viscosidade da solucao, a
qual em baixas concentracfes tende a formar capsulas ao invés de fibras.

Como relatado anteriormente na Tabela 1, a viscosidade aparente das
solucbes de zeina aumentou com o aumento da concentracdo. De acordo com

Huang et al. (2003), a viscosidade da solucdo do polimero € um dos parametros de
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maior influéncia no didmetro das fibras, uma vez que relatos indicam que uma maior
viscosidade resulta num maior didmetro médio da fibra.

O diametro médio das fibras variou de 428 a 900 nm, sendo obtidos valores
maiores para as fibras de zeina com adicéo de 6leo de abacate, em relacdo as fibras
constituidas somente de zeina, devido a espessura das fibras ser proporcional a
concentracdo de sélidos presentes na solucdo. O mesmo comportamento foi
observado por Yao et al. (2016), em estudo de encapsulacdo de 6leo de semente de
rosa.

Yilmaz et al. (2016) obtiveram valores de didmetro superiores, com variagéo
entre 600 a 1400 nm, para fibras ultrafinas de zeina e cumarina obtidas por
electrospinning. A distingao entre os valores pode ser decorrente das variagdes nas
condi¢cbes de operacao do electrospinning, como a taxa de alimentacao, a tensdo e
a distancia do coletor, bem como as caracteristicas das solucdes (viscosidade e
condutividade elétrica), entre outros (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).
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Figura 1 - Morfologia das fibras ultrafinas e respectiva distribuicdo de tamanho: zeina 20% (p/v) (a),
zeina 20% (p/v) e 6leo de abacate 15% (p/p) (c), zeina 20% (p/v) e b6leo de abacate 30% (p/p) (e),
zeina 25% (p/v) (g), zeina 25% (p/v) e 6leo de abacate 15% (p/p) (i), zeina 25% (p/v) e 6leo de
abacate 30% (p/p) (I), zeina 30% (p/v) (n), zeina 30% (p/v) e 6leo de abacate 15% (p/p) (p), zeina
30% (p/v) e 6leo de abacate 30% (p/p) (r).

4.4.2.3 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de
Fourier acoplada a Técnica de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros da analise FTIR do Oleo de abacate e das fibras estédo

demonstrados na Figura 2.
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Figura 2 - Espectros de FTIR-ATR para 6leo de abacate (A), fibras ultrafinas de zeina 20% (p/v) (B),
zeina 20% (p/v) e 6leo de abacate 15% (p/p) (C), zeina 20% (p/v) e 6leo de abacate 30% (p/p) (D),
zeina 25% (p/v) (E), zeina 25% (p/v) e 6leo de abacate 15% (p/p) (F), zeina 25% (p/v) e Gleo de
abacate 30% (p/p) (G), zeina 30% (p/v) (H), zeina 30% (p/v) e oOleo de abacate 15% (p/p) (), zeina
30% (p/v) e dleo de abacate 30% (p/p) (J).

A Figura 2 ilustra o espectro do 6leo de abacate puro, onde foram observadas
bandas caracteristicas de gorduras saturadas e insaturadas, presentes na
composicéo do 6leo, sendo estas observadas em ~3000 cm™ estiramento (=C-Hgs),
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2900 — 2800 cm™ estiramento (-C-Hs e —C-Hgs), 1770 — 1700 cm™ estiramento (-
C=0), 1660 — 1600 cm™ estiramento (C=Cy;s), 1470 — 1430 cm™ deformac&o tesoura
(scissoring) (-C-Hspz), 1420 — 1360 cm™ deformagio (=C-Hgs € —C-Hspz), 1200 —
1100 cm™ estiramento (-C-O) e 900 — 700 cm™ deformacdo balanco (rocking) das
estruturas poliméricas -(CH,),-. Resultados semelhantes foram obtidos por
Quifiones-Islas et al. (2013) ao avaliarem amostras de 6leo de abacate.

Os espectros B, E e H ilustram a zeina pura nas concentracdes de 20, 25 e
30 %, respectivamente, onde ndo foram observadas diferencas. Nestes trés
espectros sdo observadas bandas caracteristicas da zefna em ~3000 cm™
estiramento (N-H) sobreposta por (O-H) dos aminoécidos presentes na proteina,
2900 — 2800 cm™ estiramentos (-C-H) 1700 — 1660 cm™ estiramento (C=0) da amida
I, 1650 — 1500 cm™ estiramento (C-N) e deformacdo (N-H) da amida Il e em 1200 —
1000 cm™ estiramento (C-O-H). Resultados semelhantes foram encontrados para
zeina em estudos de Forato; Bicudo e Colnago (2003).

Os espectros C e D correspondem a composi¢do de 20% de zeina com 15%
e 30 % de dleo; F e G correspondem a composicao de 25% de zeina com 15% e 30
% de 6leo; | e J correspondem a composicado de 30% de zeina com 15% e 30 % de
Oleo, respectivamente, no entanto, mesmo com o aumento na composi¢céo da zeina
e na concentracdo do oleo, ndo foram observadas diferencas entre os espectros,
sendo observadas bandas nas mesmas regides, que indicam uma interacao entre o
grupamento da amida Il da zeina (1650 — 1500 cm™ estiramento (C-N) e deformacéo
(N-H) e o grupamento carboxilico do 6leo (1770 — 1700 cm™ estiramento (-C=0)), tal
interacdo pode ser comprovada com o deslocamento, para uma regido de menor
comprimento de onda, das bandas caracteristicas, em todos o0s espectros
observados.

De uma forma geral, os espectros das fibras apresentaram bandas
caracteristicas da zeina, ndo sendo possivel detectar o perfil caracteristico do dleo,
com excecdo da banda em 2900 cm™, a qual apresenta-se mais intensa que na
zeina, e de menor intensidade que no 6leo. Esses resultados sugerem que tenha

ocorrido a encapsulacéo do oleo de abacate nas fibras de zeina.
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4.4.2.4 Difracdo de raio-X

A Figura 3 mostra os resultados dos difratogramas de raio-X das fibras com e
sem a incorporacdo do Oleo de abacate. Em todos os difratogramas obtidos foi
observado um halo difuso, caracteristico de substancias amorfas. Estudos de
difratometria, de uma forma geral apresentam somente os difratogramas dos
encapsulados, demonstrando o perfil amorfo das particulas (SANSONE et al., 2011;
BASTOS et al., 2012). As fibras ultrafinas ndo apresentaram picos cristalinos, uma
vez que nao houve a presenca de picos acentuados nos difratogramas. Barbosa
(2010) ressalta que a presenca de picos difusos e largos para materiais amorfos &
devida ao arranjo desordenado das moléculas produzindo bandas dispersas. Dentre
0s varios estudos que confirmam a encapsulacao pela técnica de raio-X, citamos o
de Sansone et al. (2011), os quais microencapsularam extratos de Fadogia

ancylantha, Melissa officinalis e Tussilago farfara.
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Figura 3 - Difrag&o de raio-X das fibras ultrafinas de zeina 20% (A), zeina 20% e 6leo de abacate 15%
(B), zeina 20% e 6leo de abacate 30% (C), zeina 25% (D), zeina 25% e 6leo de abacate 15% (E),
zeina 25% e 6leo de abacate 30% (F), zeina 30% (G), zeina 30% e 6leo de abacate 15% (H), zeina
30% e bleo de abacate 30% (I).
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4.4.3 Liberagéo de carotenoides

O material de parede ndo so6 protege o material encapsulado da umidade, luz,
oxigénio e de agentes externos adicionais, mas também permite/auxilia no controle
da liberacdo das substancias ativas, pois a qualidade das microparticulas produzidas
por um determinado método de encapsulacdo deve ser avaliada de acordo com a
retencéo e a estabilidade do material encapsulado, bem como de acordo com sua
liberacdo, que deve ocorrer apenas no local desejado (GONCALVES, ESTEVINHO,
ROCHA, 2016). Segundo Brannon-Peppas (1993), os mecanismos de liberagdo dos
materiais ativos encapsulados variam de acordo com a natureza do agente
encapsulante, sendo que normalmente ocorrem por: variacdo de temperatura e de
pH; solubilidade do meio; biodegradacéo; difusdo; ruptura mecanica; permeabilidade
seletiva e gradiente de concentragdo existente em relacdo ao meio de liberacao.
Considerando-se a importancia do estudo da liberacéo, as fibras obtidas no presente
estudo, contendo 30% de zeina e 30% de o6leo de abacate, foram testadas em
diferentes pHs (2, 4, 6, 8 e 10), temperaturas (20, 60 e 90 °C) e condi¢cdes de
agitacao (3, 6, 9, 12, 15 e 18 rpm) bem como simula¢Bes gastrointestinais in vitro

para avaliacdo da liberacdo de carotenoides.

4.4.3.1 Liberacao de carotenoides em diferentes pHs, temperatura e condi¢cdes

de agitacéao

Segundo o observado na Figura 4, a liberacdo dos carotenoides foi superior
em pHs &cidos de 2 e 4, assim como em pH basico de 10. Em valores proximos a
neutralidade (6 e 8) pode-se observar reducéo significativa, sendo que os melhores
resultados foram obtidos em pH 8,0 (1,41%). De acordo com a solubilidade, as
proteinas do milho, podem ser divididas nas fracbes de globulinas, albuminas,
prolaminas e glutelinas (SHUKLA; CHERYAN, 2001). Desse modo, as alteragbes
nas mudancas de pH resultam em alteracdes de solubilidade do material de parede
em agua, possibilitando assim a liberacdo de carotenoides. O pH, por sua vez, afeta
a natureza e a distribuicdo de cargas de uma proteina. Em geral, as proteinas séo
mais soluveis em pHs baixos (acidos) ou elevados (alcalinos), devido ao excesso de
cargas do mesmo sinal, produzindo repulsdo entre as moléculas e,

consequentemente, contribuindo para sua maior solubilidade. De acordo com alguns
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autores (VOJDANI, 1996; WONG; HERALD; HACHMEISTER, 1996; MANN; MALIK,
1996), quando uma solugéo protéica esta no seu ponto isoelétrico, ou seja, quando a
proteina num sistema aquoso apresenta carga liquida nula, as interacfes proteina-
proteina aumentam, pois as forcas eletrostaticas moleculares atingem um patamar
minimo; consequentemente, menos agua interage com as moléculas de proteina,
sendo assim uma condi¢cdo favoravel para que as moléculas de proteina se
aproximem, se agreguem e precipitem. Ou seja, quanto mais préximo for o pH de
uma solucao protéica do seu ponto isoelétrico (pl), mais baixa sera sua solubilidade.
Em pH diferente do ponto isoelétrico ocorre um aumento da solubilidade protéica,
devido ao aparecimento de cargas positivas ou negativas em excesso nas cadeias
de proteinas, as quais favorecem a interacdo carga-momento do dipolo da agua
(CARNEIRO, 1997).
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Figura 4 - Liberacdo dos carotenoides da fibra contendo 30% de zeina e 30% de 6leo de abacate em
pHs de 2, 4, 6, 8 e 10.

Assim como o pH, a temperatura também influencia na solubilidade protéica.
Com o aumento da temperatura ocorre a desnaturacdo da proteina devido a
exposicdo dos grupos sulfidrila (-SH), no interior das moléculas protéicas
(LANGERDORF et al., 1999). Assim, em relacdo as temperaturas avaliadas no
presente estudo (20, 60 e 90 °C) observou-se que o0 aumento da temperatura
reduziu a liberacdo dos carotenoides (Figura 5).

78



[ERN
o
1

[ERN
N
1

Carotenoides liberados (%)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 5 - Liberacdo dos carotenoides em temperaturas de 20, 60 e 90 °C para a fibra contendo 30%

de zeina e 30% de Oleo de abacate

Geralmente o processo de liberacdo do composto ativo ocorre pelo
intumescimento da rede polimérica sendo que 0 meio aquoso penetra nessa rede,
levando-a a uma expansédo. Essa rede, por sua vez, torna-se cada vez mais ampla,
permitindo assim a liberacdo do composto ativo para a fase externa até atingir o
equilibrio termodinamico. Com a descricdo anterior, o perfil de liberacdo dos
carotenoides depende dos fendbmenos de difusdo em meio aquoso, do relaxamento
da macromolécula e da difusdo do composto ativo através da rede polimérica
entumecida (DEL NOBILE et al., 2008; MASTROMATTEO et al., 2009).

AvaliacGes de liberacdo em relacdo ao pH e temperatura, sdo importantes
para a industria de alimentos, pois possibilitam o conhecimento das melhores
condi¢cdes para a aplicagdo dessas fibras. Assim, as fibras obtidas com 30% de
zeina e 30% de Oleo de abacate, podem ser utilizadas em alimentos de pH préximo
a neutralidade submetidos a condicbes de pasteurizacdo, a fim de prevenir a
liberacdo dos seus compostos bioativos no alimento, e com isto preserva-los até os
locais de absor¢do no organismo.

As principais reacdes que ocorrem com 0s carotenoides, devido a sua alta

insaturacao, durante o processamento e armazenamento de alimentos, consistem na
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isomerizacdo geométrica e na oxidacdo, que resultam na perda da cor e alteragédo
da atividade biologica.

A liberacédo dos carotenoides em relacédo ao tempo (minutos) de agitacao e a
velocidade de rotacao (rpm) podem ser visualizados na Figura 6.

As velocidades de agitacdo de 3, 6, 9, 15 e 18 rpm durante 1 minuto,
praticamente ndo apresentaram liberacdo de carotenoides, enquanto que com a
agitacdo de 3 minutos, em rotacbes de 3, 6, 9 e 12 rpm, ocorreu liberacéao total
destes compostos presentes na fibra. Nas rotacbes de 15 e 18 rpm, durante a
agitacao de 3 minutos, a fibra apresentou uma retencéo, de aproximadamente, 36%
do conteudo de carotenoides.
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Figura 6 - Liberacdo dos carotenoides em diferentes rotac6es e tempos de agitagdo para a fibra
contendo 30% de zeina e 30% de 6leo de abacate

A simulagéo utilizando diferentes velocidades de agitacdo e tempos, se faz
imprescindivel, na industrializacdo de alimentos, bem como para o processamento
doméstico. Alasalvar et al. (2005) relataram que cenouras roxas e laranjas
embaladas em atmosfera modificada apresentaram perdas de carotenoides
gradativas e significantes ap0s 13 dias de estocagem. Muzhingi et al. (2008)
observaram que o cozimento de milho, por fervura a 100°C por 30 minutos,
aumentou a concentragdo de carotenoides, enquanto que o cozimento em forno a

232 °C por 25 minutos induziu na degradacdo em torno de 70% dos carotenoides.
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Djioua et al. (2009) perceberam que os carotenoides de manga, minimamente
processada, permaneceram estaveis apos 9 dias de estocagem quando submetidas
a imersao em agua a 46 °C por 30 minutos. Saxena; Bawa e Raju (2009) verificaram
a degradacéao total dos carotendides da jaca minimamente processada durante a

estocagem a 6 °C por 35 dias.

4.4.3.2 Simulacédo gastrointestinal in vitro

Em geral, o que determina o perfil de liberagdo, séo os tipos de materiais de
parede que formam as fibras, a geometria das microparticulas e as interacbes
parede/nacleo (ZUIDAM; SHIMONI, 2010). A previsdo dos perfis de liberacéo
continua sendo um desafio nos sistemas biolégicos seja em alimentos ou no trato
gastrointestinal. Os perfis de liberacdo controlada normalmente séo investigados in
vitro utilizando métodos de quantificacdo para medir a concentragdo de compostos
liberados sob condigcbes gastrointestinais simuladas (AGUIAR; ESTEVINHO;
SANTOS, 2016). Neste sentido, avaliou-se a simulacdo gastrointestinal in vitro das
fibras ultrafinas de zeina contendo 30% de zeina e 30% de 6leo de abacate (Figura
7).
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Figura 7 — Perfil de liberacdo de carotenoides das fibras ultrafinas de zeina, em condicdes

gastrointestinais simuladas.
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O perfil de liberacdo dos carotenoides em fluido gastrointestinal simulado foi
aumentando gradualmente até 180 minutos, tendo apds este tempo um decréscimo
nos carotenoides liberados. A liberacdo ocorrida no tempo inicial de simulacdo pode
estar relacionada com a liberacdo do composto bioativo presente na superficie das
fibras ou com a perda da integridade da parede durante a elaboragdo destas
particulas. Ap6s os 30 min, as fibras apresentaram baixos percentuais de liberacédo
no fluido gastrico de 19,3% aos 60 min, com posterior aumento para 39,84% aos
120 min, o que demonstra que o material de parede utilizado (zeina), foi capaz de
proteger o composto encapsulado, liberando apenas pequenas quantidades do
material do nudcleo sob condi¢cdes gastricas. Este tipo de comportamento é
considerado ideal, uma vez que o maior percentual do composto encapsulado deve
ser liberado nas condicbes do fluido intestinal (SAUVANT et al.,, 2012; YUN;
CHUAN-HE, 2016).

Na transi¢ao entre os fluidos, aos 180 min, a fibra liberou o maior percentual
de carotenoides (84,58%), tendo nos periodos posteriores avaliados (240, 300 e 360
min) apresentado um decréscimo nos percentuais de carotenoides liberados, de
62,04, 27,9, e 36,27%, respectivamente. Segundo Somchue et al. (2009), em
condigbes intestinais, o composto encapsulado, deve ser completamente e
gradualmente liberado, para que assim haja uma melhor absor¢cao dos nutrientes no
intestino. Rutz et al. (2013) ao avaliarem o perfil de liberacdo de carotenoides em
suco de pitanga roxo que foram encapsulados usando um hidrogel formado de goma
xantana e tara observaram uma liberacdo de carotendides de, aproximadamente,
20% em condi¢des gastricas simuladas (pH 2,0, enzima pepsina) e de 85% em
condic@es intestinais simuladas (pH 8,00, enzima pancreatica). Enquanto Chiu et al.
(2007) ndo observaram liberacdo de licopeno (extraido de residuos de pasta de
tomate) encapsulado com gelatina e acido poli-glutamico em fluido géastrico (pH 2,0 a
3,5), mas observaram a liberacdo no fluido intestinal (pH 5,5 a 7,0) na faixa de 71-
98%. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se constatar
gue a fibra contendo com o 6leo de abacate apresentou um comportamento préximo
ao ideal, uma vez que liberou maior quantidade de carotenoides no fluido intestinal,

local onde o organismo absorve a maioria dos nutrientes consumidos.
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4.5 Conclusfbes

Nesse trabalho a concentracdo ideal da solugédo polimérica para a formacao
de fibras ultrafinas continuas sem formacao de beads e com superficies lisas foi de
30% de zeina (p/v), independente da concentracéo de 6leo de abacate utilizada.

A fibra com 30% de zeina apresentou distribuicdo de diametro entre 357 a
971 nm e uma eficiéncia de encapsulacao do 6leo de abacate superior a 77%.

A encapsulacéo do 6leo de abacate nas fibras de zeina foi evidenciada pela
técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
acoplada a técnica de tefletancia total atenuada (FTIR-ATR), enquanto a
difratometria de raio-X demonstrou a estrutura amorfa das fibras.

Verificou-se que em pH préximo a neutralidade (pH 6 e 8), temperatura de
pasteurizacdo (60 e 90 °C) e agitacdo de 18 rpm por até 01 min, reduziram a
liberacdo dos carotenoides da fibra composta de 30% de zeina e 30% de 6leo. Nas
simulacdes gastrointestinais in vitro, observou-se um perfil préximo ao ideal de

liberacdo dos carotenoides.
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5. Consideragdes finais

O abacate, assim como seu 6leo apresentaram elevado valor nutricional,
destacando-se as vitaminas A, B, C e E, os conteudos de carotenoides, compostos
fendlicos e fitoesterois, a atividade antioxidante e a proporgéo relativa de &cidos
graxos monoinsaturados.

O O6leo de abacate apresenta uma composicdo de acidos graxos muito
semelhante & composicdo do azeite de oliva, em ambos, predominando o acido
oleico, e por isso poderia se substituir azeite de oliva em algumas aplicagbes ou
ainda ser utilizado na mescla com o azeite de oliva.

No primeiro capitulo constatou-se que é possivel obter 6leos de abacate com
bons indices de qualidade e conteudos de compostos bioativos através de
processos adequados de secagem da polpa e métodos de extracdo do 6leo. O
abacate contém aproximadamente 72% de polpa, da qual 16% sao lipideos. O
rendimento de 6leo obtido em relacdo aos diferentes processos de secagem da
polpa e extracdo do Oleo de abacate variou de 25 a 55%. Apds avaliagcao dos indices
de qualidade, conteados de compostos bioativos e perfil de &cidos graxos,
constatou-se, que 0s compostos bioativos apresentaram-se em maiores quantidades
guando a polpa de abacate foi seca a 60 °C (estufa sob ventilacdo ou vacuo) e
utilizado a prensagem mecénica para a extracado do 6leo. No Oleo de abacate houve
predominio de &cidos graxos insaturados, dentre os quais o acido oleico foi o
majoritario; o B-sitosterol foi o fitoesterol majoritario. Esses compostos estiveram
presentes em maior quantidade no Oleo obtido apds secagem da polpa a 60 °C sob
VAacuo e extracao com o uso de solvente.

No segundo capitulo avaliou-se a encapsulacédo do 6leo de abacate em fibras
ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning, cujo 6leo foi obtido da polpa de
abacate seca a 60 °C sob vacuo e a extracdo do O6leo realizada por prensagem
mecanica. A fibra que apresentou a maior eficiéncia de encapsulacdo foi a que
continha 30% de zeina e 30% de 0leo, na qual foram obtidas microparticulas com
superficies lisas e sem fragmentacdo ou formacdo de beads e cujas particulas
atingiram um didmetro de 350 a 971 nm. A encapsulagdo dos carotenoides foi
confirmada pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier acoplada a técnica de refletdncia total atenuada (FTIR-
ATR), enquanto a difratometria de raio-X demonstrou a estrutura amorfa das fibras.
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As particulas apresentaram uma reducdo na liberacdo de carotenoides em pHs
proximos a neutralidade (pH 6 - 8), temperaturas de 60 e 90 °C e agitacdo de 18 rpm
por até um min. Na simulacdo gastrointestinal in vitro, o comportamento préximo ao
ideal foi observado, com liberacdo dos carotenoides inferior no fluido gastrico em

relacéo ao fluido intestinal.

6. Sugestao para trabalho futuro

Como a zeina oferece varias vantagens como matéria prima para a producao
de filmes, coberturas e aplicacdes plasticas, além de ser biodegradavel e renovavel,
e visto que sua associacdo com acido oleico, acido graxo encontrado em diferentes
tipos de Oleos vegetais, produz filmes plasticos flexiveis e transparentes, com
propriedades que permitem seu uso tanto no setor agricola quanto no de alimentos;
sugere-se a obtencéo de filmes de zeina utilizando o 6leo de abacate, o qual por sua

vez apresenta em torn de 65% de acido oleico.
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