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BOGER, Bruna Raquel. Extracdo de 6leo de sementes de uva por ultrassom e
microencapsulacao por spray drying. 2016. 129f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A extracdo de Oleo das sementes de uva € uma alternativa para utilizacdo de
subprodutos, podendo ser utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e de
cosmeticos. O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracao de 6leo de sementes de
uva assistida por ultrassom (EAU), investigar a qualidade do 6leo extraido e
microencapsular o 6leo por spray drying com goma arabica (GA) e maltodextrina
(MD) e avaliar a qualidade dos pés. Foi utilizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR) para avaliar o efeito das variaveis temperatura (15 a 35°C) e
amplitude da onda ultrassoénica (24 a 96 uym) sobre o rendimento do processo (%) e
conteudo de radicais livres (radicais livres/g 6leo) do Oleo extraido e estocado por
1,7 e 30 dias. A condi¢do 6tima encontrada foi 15°C e 42 um, obtendo 82,9% de
rendimento e conteudo de radicais livres de 14,7x1014/g e 3,4x101s/g no 6leo com 7
e 30 dias, respectivamente. O 6leo obtido na condi¢cdo otimizada ndo apresentou
diferenca na composi¢do de acidos graxos e nos indices de acidez e no indice de
iodo apresentou diferenca apenas com 30 dias de incubacdo em relacdo ao Oleo
extraido sem aplicacdo do ultrassom; entretanto, apresentou maior contetdo de
radicais livres e indice de perdxido. O 6leo obtido por EAU apresentou menor
atividade antioxidante pelo método DPPH, porém maior quantidade de compostos
fendlicos e maior atividade antioxidante pelo método FRAP. Estes resultados
indicam que a EAU resultou em maior rendimento de extragdo do oleo, obtendo um
Oleo considerado de boa qualidade. Em relacdo as microesferas, o material de
parede utilizado nédo influenciou o diametro meédio, span, densidade aparente, oleo
total, e retencdo de oleo. O perfil dos &cidos graxos no 6leo antes e apds a
microencapsulacédo ndo apresentou diferenca, independente do material de parede
utilizado. Embora a microesfera produzida com GA/MD tenha apresentado maior
teor de oOleo superficial, este resultado ndo afetou a eficiéncia de encapsulacao, e
apresentou ainda a maior atividade antioxidante pelo método FRAP e menor indice
de peroxidos do que a microesfera com GA. Por outro lado, o conteudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelo método DPPH diminuiram ao ser
comparado com o 0Oleo puro, e a microesfera com GA apresentou 0 maior contetdo
de compostos fendlicos do que a microesfera com GA/MD. O indice de perdxido nos
Oleos encapsulados teve um aumento ao ser comparado com o 6leo puro, indicando
que a alta temperatura utilizada no processo de atomizacdo pode ter aumentado
e/ou favorecido o processo oxidativo do 6leo e que mais estudos sdo necessarios
para otimizar a microencapsulacdo do 6leo de sementes de uva.

Palavras-chave: Vitis spp. Sonicacdo. Secagem por atomizacao. Atividade
antioxidante. Acidos graxos. Compostos fendlicos. Oxidacao
lipidica. Eficiéncia de encapsulacao.



BOGER, Bruna Raquel. Grape seed oil extraction by ultrasound and
microencapsulation by spray drying. 2016. 129p. Dissertation (Masters In Food
Science) - State University Of Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The oil extraction from grape seeds is an alternative to use of byproducts that can be
used in the food industry, pharmaceuticals and cosmetics. The objective of this study
was to optimize the grape seeds oil extraction assisted by ultrasound (UAE),
investigate the quality of the extracted oil, microencapsulate the oil by spray drying
with gum arabic (GA) and maltodextrin (MD) and evaluate the quality of the powders.
A central composite roatable design was used (DCCR) to evaluate the effect of
variables temperature (15 to 35 ° C) and amplitude of the ultrasonic wave (24 to 96
pm) on the process yield (%) and the content of free radicals (free radicals /g oil) in
the extracted oil and stored for 1, 7 and 30 days. The optimal condition was 15°C and
42 um, resulting in 82,9% of yield and free radical content of 14,7x1014/g and
3,4x101s/g in the oil stored for 7 and 30 days, respectively. The oil obtained under
optimal condition showed no difference in fatty acid composition and levels of acidity
and iodine index showed difference only 30 days of incubation in relation to the oll
extracted without the application of ultrasound; however, showed a higher content of
free radicals and peroxide value. The oil obtained by UAE had lower antioxidant
activity by DPPH method, but greater amount of phenolic compounds and antioxidant
activity by FRAP method. These results indicated that UAE resulted in greater
extraction yield, obtaining an oil considered of good quality. Regarding the
microspheres, the wall material used in the current work did not influence the
average diameter, span, apparent density, total oil and oil retention. The profile of the
fatty acids in the oil before and after microencapsulation showed no difference,
independent of the wall material used. While the microsphere produced with GA/MD
had a greater surface oil content, this result did not affect the encapsulation
efficiency, and also had the highest antioxidant activity by FRAP method and lower
peroxide value than the microsphere with GA. On the other hand, the content of
phenolics and antioxidant activity by DPPH decreased when compared to the pure oll
and the microsphere with GA showed the highest content of phenolic compounds
than the microsphere with GA/MD.The peroxide content encapsulated oils was
increased when compared to pure oil, indicating that the high temperature used in
the atomization process can be increased and / or favored oxidation process and that
further studies are needed to optimize microencapsulation of grape seed oil.

Keywords: Vitis spp. Sonication. Spray drying. Antioxidant activity. Fatty acids.
Phenolic compounds. Lipid oxidation. Encapsulation efficiency.
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1 INTRODUCAO

A uva corresponde a uma das frutas mais cultivadas no mundo,
sendo que aproximadamente 80% da producdo mundial destinam-se a fabricacdo de
vinhos e derivados, gerando diversos subprodutos, tais como 0 engaco, borra e
bagaco (MELLO, 2012). Os subprodutos vinicolas destacam-se por serem fontes
ricas de compostos fendlicos (RUBILAR et al., 2007) e pela significativa quantidade
resultante do processamento, uma vez que a soma de bagaco (cascas e sementes),
engaco e a borra do processo fermentativo representam, em média, 30% do volume
de uvas utilizadas para a producdo vinicola (MAKRIS; BOSKOU,;
ANDRIKOPOULOS, 2007), tornando-os uma fonte promissora de substancias
bioativas naturais (MELO et al., 2011).

A producdo de alimentos estd sendo redirecionada para uma
producéo limpa, com o intuito de minimizar a geragao de subprodutos e maximizar o
aproveitamento dos recursos empregados. Tais subprodutos precisam de destino
adequado, pois geram potenciais problemas ambientais, e representam perdas de
matérias-primas e energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para
controlar a poluicdo. Desta forma, o aproveitamento de subprodutos da industria de
alimentos, através da implantacdo de novos processos integrados, permite unir a
produtividade com a eficiéncia ambiental (ARVANITOYANNS; VARZAKAS, 2008).

Dentre as opcbes de aproveitamento de subprodutos gerados a
partir da uva, esta incluida a producéo de 6leo de sementes de uva, uma vez que as
sementes geralmente sdo descartadas durante a producdo de vinhos e sucos.
Dessa forma, a sua obtencdo pode ser uma linha rentavel e uma utilizacéo eficiente
do subproduto (DA PORTO; DECORTI; NATOLINO, 2013).

O ¢leo de sementes de uva consiste de uma alternativa aos 6leos
vegetais comestiveis tradicionais, particularmente em dietas controladas. O mesmo
apresenta beneficios a saude devido a sua composicdo, uma vez que € rico em
acidos graxos insaturados (principalmente o acido linoleico) (BAIL et al., 2008; CAO;
ITO, 2003) e apresenta antioxidantes naturais, como os polifenéis e vitamina E que
protegem contra danos de radicais livres (BAIL et al.,, 2008; MAIER et al., 2009).
Dessa forma, sua relacdo com a saude humana tém sido amplamente investigada
durante os Ultimos anos (MAIER et al., 2009; PARDO et al., 2009; PUIGGROS et

al., 2005). O mesmo pode ser utilizado para fritar alimentos ou para ser incluido em
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molhos ou cosméticos (DA PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013).

Os métodos de extracdo de 6leo convencionais, tais como o Soxhlet,
consistem na utilizacdo de solventes, porém apresentam algumas limitacbes em
relacdo ao alto consumo de solvente, longo tempo de extracdo, e alteracdo na
gualidade dos extratos. Assim, novas tecnologias vém sendo utilizadas a fim de
minimizar essas desvantagens, e dentre elas cita-se a extracdo assistida por
ultrassom (EAU), a qual vem sendo muito utilizada na extragdo de compostos de
plantas (VILKHU et al., 2008). A extracdo assistida por ultrassom tem sido
reconhecida como uma potencial aplicacao na industria extrativa de alimentos e fito-
farmacéutica (VILKHU et al., 2008). Ultrassonografias causam efeitos mecanicos
como a agitacdo do solvente, aumento do contato da area de superficie entre o
solido e o solvente e maior infiltragéo do solvente no interior da matriz (ZHANG et al.,
2008). Recentemente, comprovou-se que 0 Oleo de sementes de uva obtido por
EAU apresentou rendimento semelhante aquele alcancado por extragdo por Soxhlet
(DA PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013).

Entre as alternativas para proteger, prolongar a funcionalidade e
controlar a liberacdo de um ingrediente de alimentos utiliza-se a microencapsulacéo
(SHAHID; HAN, 1993; RE, 2000). Esta técnica consiste em envolver materiais
sélidos, liquidos ou gasosos em um material de parede, formando microcapsulas
gue podem liberar seu conteldo sob condi¢cdes especificas. O principio da
microencapsulacdo consiste na criacdo de uma barreira entre o componente na
particula e o ambiente, podendo proteger contra oxigénio, agua, luz ou permitir a
difusdo controlada (ROSENBERG; KOPPELMAN; TALMON, 1990). O método de
encapsulacdo por spray drying € o mais comumente usado na industria de
alimentos, uma vez que € um processo econdmico, flexivel, apresenta grande
disponibilidade de equipamentos, resulta em boa retencdo dos compostos volateis e
estabilidade do produto final e produz particulas de boa qualidade (DESAI; PARK,
2005; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Considerando que as sementes de uva sdo uma fonte relativamente
barata de compostos bioativos e a necessidade de melhorar o aproveitamento de
subprodutos gerados na industrializacdo de uva, o presente estudo teve como
objetivo otimizar o processo de extracdo assistida por ultrassom do 6leo de

sementes de uva e microencapsular por spray drying.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar o processo de extracao assistida por ultrassom do 6leo de

sementes de uva e microencapsular por spray drying.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicéo centesimal das sementes de uva;

e Otimizar o processo de extracdo assistida por ultrassom do 6leo
de sementes de uva, de modo a obter maior rendimento de extragéo

e menor conteudo de radicais livres;

e Comparar extracao assistida por ultrassom (condicdo otimizada) e
por agitacdo magnética quanto ao rendimento, teor de radicais livres,
compostos fendlicos, capacidade antioxidante, composicao de

acidos graxos e oxidacao lipidica;

e Avaliar a estabilidade e o diametro médio das emulsdes do Oleo
de sementes de uva com goma ardbica e mistura goma
arabica/maltodextrina (50/50);

e Caracterizar as microesferas de 06leo obtidas por spray drying
guanto a distribuicdo e diametro médio das particulas, umidade,
atividade de agua, densidade aparente, area superficial, eficiéncia
de encapsulacgéo, teor de Oleo superficial, teor de 6leo total, retengéo
de d6leo, morfologia, teor de compostos fendlicos totais, capacidade

antioxidante, acidos graxos e oxidacao lipidica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 UVA

3.1.1 Caracterizacao Geral

A uva engloba um dos alimentos mais antigos da humanidade. E
originaria da Asia da regido arida do Caucaso e existe ha cerca de 6000 anos a.C.
No Brasil, o desenvolvimento da viticultura ocorreu no século XIX, ap6s a chegada
dos imigrantes portugueses e italianos (PEREIRA; GAMEIRO, 2008).

Classificada botanicamente como Vitis spp, as uvas sao produzidas
pelas videiras, e ja sdo conhecidas mais de 10.000 variedades no mundo em todos
0s continentes, predominando em climas temperados (FERRARI, 2010) e sendo
cultivadas em varias regides (VEDANA, 2008).

A producdo de uvas no Brasil € dividida em duas espécies: um
grupo constituido pelas uvas comuns ou americanas (Vitis labrusca ou hibridas), as
guais sao utilizadas para producdo de vinhos de mesa, sucos e derivados e para o
consumo in natura (Bordd, Isabel, Concord, Niagara, Moscato, entre outras); e outro
pelas uvas europeias ou finas (Vitis vinifera) que séo destinadas para producéo de
vinhos finos (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, entre outras) ou para mesa
(Italia, Rubi, Brasil, etc.) (CAMARGO; NACHTIGAL, 2007; SAUTTER, 2003).

As cultivares que representam maior valor comercial entre tantas
variedades de espécies sdo Vitis vinifera, Vitis labrusca, Vitis bourquina e Vitis
rotundifolia, sendo Vitis vinifera a espécie mais cultivada no mundo e Vitis labrusca
caracterizada por cultivares que apresentam alta produtividade e resisténcia as

doencas fungicas, e muito utilizadas para consumo in natura (KUHN, 2003).

3.1.2 Composicao

Um cacho de uva apresenta duas partes: uma parte herbacea,
denominada de engaco e a outra parte carnosa, denominada de baga ou gréo

(AQUARONE et al., 2001). O engacgo corresponde ao cacho que sustenta as bagas
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de uvas. Sua composicdo consiste em grande quantidade de 4gua, matéria lenhosa,
resinas, minerais e taninos (AQUARONE et al., 2001; SACHS, 2001).

A baga ou grdo apresenta 6 a 12% de casca ou pelicula a qual
consiste de um envoltério e em seu interior estao localizadas a polpa (85% a 92%) e
as sementes (2 a 5%) (AQUARONE et al.,, 2001). A casca € composta de
antocianinas, substancias aromaticas, acidos, taninos e microrganismos (SACHS,
2001). As sementes contém Oleo comestivel, taninos, acidos volateis e uma
substancia resinosa. A polpa consiste da parte mais importante da uva, sendo rica
em agua, agucares, acidos, minerais, compostos fendlicos e substancias pécticas
(AQUARONE et al., 2001).

Durante a maturacdo, alguns destes constituintes evoluem, entre
eles: acucares, acidos, compostos fenolicos, vitaminas e minerais e ocorre 0
crescimento da baga da uva, bem como acumulacdo de acucares, formacdo de
taninos, diminuicdo de acidos e formacdo de aromas (PEIXOTO, 2000). Dessa
forma, a composicdo quimica das bagas € influenciada pelo estagio de maturacao,
potencial genético, clima e manejo (MOTA et al., 2009).

As uvas possuem compostos fenodlicos, aos quais estdo sendo
atribuidos varios beneficios a saude. Estudos ja demonstraram varios efeitos em
relacdo a essas substancias, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anticarcinogénica (BEER et al., 2003; CANTOS; ESPIN; TOMAS-
BARBERAN, 2002; DELMAS; JANNIN; LATRUFFE, 2005; GUSMAN; MALONNE;
ATASSI, 2001).

3.1.3 Producao

De acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) em 2015 foram produzidas 1.499.353 toneladas de uvas no Brasil com
um aumento de 4,41% em relacdo ao ano de 2014. Ocorreu um aumento de
producéo de uvas nos estados de Minas Gerais (9,15 %), Rio Grande do Sul (7,85
%), Santa Catarina (4,66 %) e Pernambuco (0,25 %). Por outro lado, houve reducéo
de producdo nos estados da Bahia (-0,13%), Sado Paulo (-3,22 %) e Parana (-1,12
%) (tabela 1) (MELLO, 2016).
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Tabela 1 - Producéo de uvas no Brasil, em toneladas.

Estado/Ano 2013 2014 2015
Rio Grande do Sul 808.267 812.537 876.286
Pernambuco 228.727 236.767 237.367
Séao Paulo 172.868 146.790 142.063
Parana 79.052 80.910 80.000
Bahia 52.808 77.504 77.401
Santa Catarina 53.153 66.106 69.189
Minas Gerais 12.734 11.557 12.615
Goias 4581 3.330 3.492
Ceara 664 573 940
Brasil 1.412.854 1.436.074 1.499.353

Fonte: MELLO (2016).

Em 2015, a produgédo brasileira de uvas destinadas ao
processamento foi de 781.412 milhdes de quilos, representando 52,12% da
producéo nacional. O restante da producao (47,88%) foi destinado ao consumo in
natura (MELLO, 2016).

Quanto a producéo mundial de uvas, em 2014 de acordo com dados
fornecidos pela Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), a producéo
atingiu 73.700 milhdes de quilos. A China foi o maior produtor mundial de uvas
(11.100 milhdes de quilos) seguida pelos Estados Unidos (7.700 milhdes de quilos),
Franca (6.940 milhdes de quilos) e Italia (6.890 milhdes de quilos) (PROTAS, 2015).

3.1.4 Subprodutos

Mundialmente sdo geradas milhdes de toneladas de subprodutos
provenientes de atividades agroindustriais (MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS,
2007). Algumas destas sdo empregadas na racdo animal ou dispostas no campo,
porém a maior parte ainda é descartada sem tratamento, causando danos ao meio
ambiente (MELO et al., 2011).

Entre os varios subprodutos gerados pela agroindastria, destaca-se
o bagaco de uva industrial. Este € constituido pela semente, casca, engaco e restos
da polpa da uva, sendo o resultado do esmagamento das bagas através de um
processo de separacdo do suco ou mosto. Este residuo apresenta compostos que
ndo sdo totalmente extraidos durante o processo de fabricacdo do vinho, como

antioxidantes, corantes e outros com atividades potencialmente funcionais, em
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especial o resveratrol. O bagaco € o produto resultante da prensagem das massas
vinicas (FERRARI, 2010; SILVA, 2003), sendo caracterizado como o principal
produto da vinificacdo, pois apresenta riqueza alcodlica e tartarica (WENDLER,
2009).

O engaco, quando separado por maquinas apropriadas, representa
aproximadamente 3,5 - 4,5% da massa total da vindima, sendo de pouca valorizagéo
e de matérias-primas mais pobres (SILVA, 2003). Como aproveitamento, € utilizado
como matéria-prima para a industria do papel e como combustivel, podendo ser
utiizado também para elaboracdo de proteina vegetal (WENDLER, 2009).
Entretanto, alguns estudos ja tém demonstrado sua rica composi¢do fendlica,
possibilitando uma melhor valorizacdo e reutilizacdo deste subproduto (SILVA,
2003).

A borra corresponde ao residuo que fica aglomerado nos recipientes
gue contém vinho apés a fermentacdo, ou ainda da armazenagem, ou entdo o
residuo obtido pela filtracdo e/ou centrifugacdo. A quantidade de borra obtida
corresponde a cerca de 5% do volume do vinho (WENDLER, 2009).

As sementes representam 3% em relac@o ao peso da uva, e a partir
delas pode-se extrair o0leo (WENDLER, 2009). Segundo Matthaus (2008), as
sementes de uva contém de 7 a 20 % de 6leo, 35% de fibra, 29% de componentes
extraiveis incluindo compostos fenolicos, 11 % de proteinas, 3% de minerais e 7%
de agua. Podem ainda ser utilizadas nas industrias de racdes e adubos, extracdo de
taninos para as industrias enoldgica e farmacéutica, e combustivel (SILVA, 2003).

Muitos dos subprodutos agroindustriais gerados contém uma
variedade de espécies biologicamente ativas que sédo desperdicadas, entre eles os
compostos fendlicos (CATANEO et al., 2008). Sendo assim, se faz necessario a
realizacdo de estudos a cerca desses subprodutos para a producao de ingredientes
com alto valor agregado e com possivel aplicacdo em diferentes setores industriais

devido a sua composicao polifendlica.

3.1.5 Oleo de Sementes de Uva

As sementes de uva constituem aproximadamente 15% dos
subprodutos sélidos decorrentes da indlstria vinicola (LUQUE-RODRIGUEZ;
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LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005). Embora seja uma excelente fonte de
6leo para consumo humano, em geral ainda é mais utilizada para a producdo de
ragdo para bovinos (GOMEZ; LOPEZ; DE LA OSSA, 1996; LUQUE-RODRIGUEZ;
LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005).

A quantidade de 6leo nas sementes de uva depende da variedade
da uva e das condi¢cdes ambientais de crescimento, podendo atingir valores de 10 a
16% (peso seco) (LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN,
2005).

Baydar, Ozkan e Cetin (2007) estudaram a composicéo de 6leos de
diferentes variedades de sementes de uva (Vitis vinifera), e concluiram que o &acido
linoleico foi o acido graxo com maior percentagem (63 - 69%), seguido do acido
oleico, acido palmitico, acido estearico e acido linolénico (BAYDAR; OZKAN; CETIN,
2007; LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2004). Os acidos graxos insaturados
(acidos oleico, linoleico e linolénico) correspondem a 85% do total de acidos graxos
presentes no Oleo de sementes de uva. Alguns acidos graxos poli-insaturados, tais
como o linoleico e linolénico, sdo essenciais para o corpo humano, ja que nao
podem ser sintetizados (BAYDAR; OZKAN; CETIN, 2007), o que indica que a
inclusdo de 6leo de sementes de uva na dieta humana pode trazer beneficios para a
salde (AFONSO, 2008).

Ao comparar este 6leo com os de outras sementes, este contém
uma percentagem alta de taninos e de lipideos insaponificaveis, designadamente
esteréis como o B-sitosterol, o campesterol e o estigmasterol. O nivel de taninos
pode ser em média, 1000 vezes superior ao de outros 6leos de sementes (RAO,
1994) e os insaponificaveis atingem 0,8 — 1,5% do 6leo (SINEIRO; DOMINGUEZ,
NUNEZ, 1995 apud LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN,
2005). A atividade antioxidante destes compostos transfere ao 6leo uma maior
resisténcia a peroxidacao, resultando em um bom ingrediente na formulacdo de
cosméticos para tratamentos de pele seca e antienvelhecimento (LUQUE-
RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005).

No Oleo de sementes de uva, o conteudo em &cido linoleico é mais
elevado do que em outros 6leos vegetais, sendo uma importante fonte para a
producdo de acido linoleico conjugado (CLA) (CAO; ITO, 2003; LUQUE-
RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005). O CLA é um grupo de

isdbmeros de posicdo e geométricos do A&cido linoleico com duplas ligagbes
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conjugadas, ou seja, que sao separadas por uma ligacdo simples carbono-carbono
(MEDEIROS, 2002). Tais compostos podem ser produzidos no organismo dos
animais ruminantes, pela isomerizacdo e/ou biohidrogenacao bacteriana dos &cidos
graxos poli-insaturados no rumem e pela dessaturacdo do &cido graxo trans
vacénico pela enzima delta-9-dessaturase presente no tecido adiposo e na glandula
mamaria (MARIA, 2009). Ou ainda de forma sintética através da isomerizagao
alcalina do acido linoleico encontrada em 6leos vegetais tais como o de girassol,
ricino e cartamo (BANNI, 2002; MARIA, 2009). Estudos mostraram que o CLA
produzido sinteticamente é eficaz na inibicdo de cancer como o da mama, do coélon,
do estdmago e da pele, e em termos nutricionais, o CLA mostrou ser também eficaz

na reducéo da percentagem de gordura em animais (CAO; ITO, 2003).

3.1.6 Radicais Livres e Antioxidantes

Moléculas organicas, inorganicas e atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificadas como
radicais livres (GARCEZ et al., 2001; HALLIWELL, 1994). Entre os diversos radicais
livres, podemos citar o radical hidroxila (OH’), anion superéxido (O,"), 6xido nitrico
(NO"), radical alcooxil (RO"), dentre outros (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000;
HENRIQUES et al., 2001; PRIOR; CAO, 2000; THOMAS, 2000). Estas espécies
reativas originam-se em nosso corpo durante processos metabdlicos normais (VAN
LANGENDONCKT; CASANAS-ROUX; DONNEZ, 2002) e podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, sendo seu alvo celular (proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA) relacionado com o seu sitio de formacédo (YU,
ANDERSON, 1997). Os radicais livres também podem surgir durante a exposicao a
condi¢cBes de estresse como mudancas na temperatura, exposi¢cdo a radiacdo UV,
ataques por patdgenos, entre outros (RAHMAN; ADCOCK, 2006).

Espécies reativas e radicais livres podem causar oxidacdo quando
ultrapassarem as defesas antioxidantes do organismo, causando um processo
denominado estresse oxidativo (MATEOS; BRAVO, 2007; SIES, 1991; YEPEZ et al.,
2002) e, assim, danos ao DNA, lipideos e proteinas (BECKMAN; AMES, 1998;
LICHTENTHALER; MARX; KIND, 2003; SALVADOR; HENRIQUES, 2004; SIES,

1991). O estresse oxidativo esta associado ao envelhecimento da célula, dos tecidos
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e de todo o organismo e ao desenvolvimento de doengas, tais como cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes, acidente vascular cerebral, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, artrite, degeneracdo macular, catarata,
aterosclerose, queda do sistema imunolégico, dentre outras (ARUOMA, 1998;
BAGGIO, 2006; DUFFY et al.,, 2007; MATEOS; BRAVO, 2007; SEIFRIED et al.,
2007; SIKORA et al., 2008; WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004).

Dessa forma, as células humanas dependem de antioxidantes para
se protegerem contra os efeitos das espécies reativas do oxigénio. O termo
antioxidante é utilizado para designar qualquer substancia que, estando presente em
guantidades inferiores se comparada ao substrato oxidavel, retarde
significativamente ou iniba a oxidacdo desse substrato (MAISUTHISAKUL;
SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007). Seus efeitos consistem na inativacdo dos
radicais livres, na complexacéo de ions metalicos ou na reducéao dos hidroperoxidos
para produtos incapazes de formar radicais livres e produtos de decomposi¢céo
(SHAHIDI; NACZK, 1995).

Segundo a US Food and Drug Administration (FDA), antioxidantes
sdo substancias utilizadas para conservar alimentos através do retardamento da
deterioracéo, rancidez ou descoloracdo causados pela oxidacdo (KAUR; KAPOOR,
2001). Quando adicionados a alimentos, minimizam a rancidez, retardam a formacéao
de produtos de oxidacdo téxicos, mantém a qualidade nutricional, e aumentam a
vida de prateleira (FUKUMOTO; MAZZA, 2000; HRAS et al., 2000). Do ponto de
vista biolégico, sdo compostos que protegem sistemas biolégicos contra os efeitos
potencialmente danosos de processos ou reacbes que promovem a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares (GOMEZ, 2003).

A industria de alimentos emprega antioxidantes sintéticos para evitar
a formacdo de radicais livres, que podem iniciar a oxidacdo. Os compostos mais
utilizados sdo os fendlicos sintéticos butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno
(BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), devido a sua alta
eficiéncia na conservacdo de alimentos e seu baixo custo (PINHO et al., 2000;
RAMALHO; JORGE, 2006). Porém, os mesmos tém sido criticados pela baixa
solubilidade juntamente com atividade antioxidante moderada e possivel efeito
carcinogénico (BOTTERWECK et al., 2000; ITO et al., 1983; ZHENG; WANG, 2001).
Desta forma, o0 uso dos mesmos é limitado ou proibido em alguns paises (ALMEIDA-
DORIA; REGITANO D’ ARCE, 2000; BOTTERWECK et al., 2000). O TBHQ, por
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exemplo, é proibido na Unido Europeia e no Canada. No Brasil, o BHA e TBHQ sé&o
limitados a 0,02% e BHT 0,01%, sobre o teor de gordura, como concentracdes
maximas permitidas (BRASIL, 2007).

Sendo assim, h4 uma crescente procura por antioxidantes oriundos
de fontes naturais, tais como frutas, vegetais e ervas. Os antioxidantes presentes
nas plantas podem agir como agentes redutores, sequestradores de radicais livres,
inibidores de enzimas e como quelantes de metais (RICE-EVANS et al., 1995;
WANG; LIN, 2000).

A procura por antioxidantes naturais para produtos alimenticios,
cosméticos e farmacéuticos é um importante desafio para a pesquisa industrial
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). Nesses produtos, o estudo da
oxidacdao lipidica é destacado devido a deterioragdo que pode causar (rancificacéo,
perda de aromas e formacéo de off-flavors) e, consequentemente, ha uma rejeicao
pelo consumidor.

Os antioxidantes naturais tém capacidade de melhorar a qualidade e
a estabilidade dos alimentos, agir como nutracéuticos e proporcionar beneficios a
saude dos consumidores (ARUOMA, 1998). Estudos epidemioldégicos mostraram
gue uma alimentacao rica em produtos vegetais esta associada com uma diminuicao
no risco de uma variedade de doencas como aterosclerose, cancer, doencas
cardiovasculares, doencas de Parkinson e Alzheimer e problemas causados pelo
envelhecimento das células (KAUR; KAPOOR, 2001; SILVA et al., 2010). Estes
efeitos tém sido particularmente atribuidos a combinacdo de vitaminas, minerais,
compostos fendlicos, antioxidantes e fibras (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN,
2008).

Os principais antioxidantes encontrados nos vegetais sao as
vitaminas C e E, os carotendides e os compostos fendlicos, especialmente 0s
flavonoides. Tais antioxidantes sequestram radicais livres e inibem a cadeia de
iniciacdo ou interrompem a cadeia de propagacdo das reacOes oxidativas
promovidas pelos radicais (PODSEDEK, 2007) e restringem as lesdes induzidas
pelos mesmos (FOTSIS et al.,, 1997) sendo eficazes na resisténcia ao estresse
oxidativo (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario
das plantas e essenciais para o desenvolvimento das mesmas (NACZK; SHAHIDI,

2004). Com relagao aos compostos encontrados na uva e em produtos de uva, estes
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podem ser divididos em dois grupos: &cidos fendlicos e compostos relacionados, e
flavonoides. Os acidos fendlicos mais comuns encontrados na uva sdo 0s acidos
cin@micos, tais como o &cido cafeico e ferdlico, e os acidos benzoicos, tais como o
acido vanilico e acido gélico. No grupo de flavonoides, podem ser encontrados os
flavono-3-ol (catequina, epicatequina entre outros) e flavanonas coloridas e
antocianinas (SHI et al., 2003). Tratam-se de substancias que possuem no minimo
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. Além da funcao
hidroxila podem estar presentes outros grupos funcionais, como ésteres e glicosidios
(ESCARPA; GONZALES, 2001). Agem como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais, atuando na etapa de iniciagdo como na
propagacéo do processo oxidativo, prevenindo a oxidacao lipidica (BRAVO, 1998).
Os compostos fendlicos exibem ainda grande quantidade de propriedades benéficas
(como antialérgica, antiarteriogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antitrombotica) (BENAVENTE et al., 1997; BRAVO, 1998; MANACH; MAZUR;
SCALBERT, 2005).

As sementes de uva contém ainda proantocianidinas, que previnem
0 estresse oxidativo celular, combatem os radicais livres, tem efeitos antitumoral e
cardioprotetor, atividade antiviral e previnem a aterosclerose (YILMAZ; TOLEDO,
2004), e em alguns alimentos retardam a rancificacdo oxidativa (RABABAH;
HETTIARACHCHY; HORAX, 2004).

A vitamina E encontrada no 6leo de sementes de uva € um
antioxidante lipossolluvel constituida de tocoferéis e tocotriendis (a, B, y, 8) (ABIDI,
2000; AHMED; DAUN; PRZYBYLSKI, 2005; FRANKEL,1996; USORO; MOUSA,
2010), sendo a-tocoferol a forma mais abundante e ativa (MARTINS et al., 2004;
SAREMI; ARORA, 2010). Consiste em um dos antioxidantes mais utilizados em
estudos na prevencdo de doencas crbénicas (ARAIN; QADEER, 2010; BATISTA;
COSTA; PINHEIRO-SANT'ANA, 2007; BLUM et al., 2010; KURIBAYASHI et al.,
2010; SAREMI; ARORA, 2010) e o seu consumo na alimentacdo estd associado a
prevencdo de doencas cardiovasculares (AHMED; DAUN; PRZYBYLSKI, 2005;
CLARKE; BURNETT; CROFT, 2008;) cancer colorretal (ARAIN; QADEER, 2010),
osteonecrose (KURIBAYASHI et al., 2010), canceres de es6fago, estdmago
(CARMAN et al., 2009), artrite, catarata e o envelhecimento (BIANCHI; ANTUNES,

1999). O a-tocoferol inibe a oxidacdo dos radicais livres e reage com 0 oxigénio,
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impedindo a transformacao dos &acidos graxos insaturados em aldeidos (FRANKEL,
1996).

3.2 ULTRASSONIFICACAO
3.2.1 Aspectos Gerais da Ultrassonificagao

Onda significa uma perturbagéo ou distlrbio transmitido através do
vacuo ou de um meio liquido, gasoso ou solido (SILVA, 2002; TAKEDA; MORCELLI,
2012). As ondas de ultrassom sdo semelhantes as ondas sonoras, sendo as suas
frequéncias consideradas elevadas e néo perceptiveis ao ouvido humano, estando
acima de 20 kHz (figura 1). Ja para frequéncia menor que 2 kHz, as ondas recebem
o nome de infrassons. Por se tratar de ondas mecanicas, necessitam de um meio

fisico para se propagar como solidos, liquidos e gases (MULET et al., 2002).

Figura 1 - Ondas ultrassonicas.
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Fonte: VARDANEGA (2013).

Os parametros que caracterizam as ondas sdo velocidade de
propagacdo (v), comprimento de onda (Lo), frequéncia (f), amplitude (A) e
intensidade (I) (BARONI, 2008). A frequéncia corresponde ao numero de
oscilagBes/ciclos por unidade de tempo (geralmente em segundos) e é expressa em
Hertz (Hz) de acordo com o Sistema Internacional de Medidas (SI) (BARONI, 2008;
HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2012; OLIVEIRA, 2007). A velocidade das ondas é
referente a rapidez de propagacdo de um som num meio, e esta relacionada com o
comprimento de onda e com a frequéncia (equagéo 1). Esta velocidade depende das
propriedades fisicas do meio em que as ondas se propagam (HALLIDAY; RESNICK;
WALKER, 2012; OLIVEIRA, 2007).
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v (mm. ps~1) = f (MHz)x Lo (mm) (1)

Onde: v é a velocidade da onda, f € a frequéncia e Lo é o comprimento de onda.

O comprimento de onda corresponde ao comprimento do espago
pelo qual um ciclo ocorre e é expresso em milimetros (mm) (HALLIDAY; RESNICK;
WALKER, 2012; OLIVEIRA, 2007). J4& a amplitude é a altura da onda e determina a
forca desta, mede o alcance do movimento vibratério medido a partir da posicao
central até uma das extremidades e esta relacionada com a intensidade do
ultrassom (OLIVEIRA, 2007; TAKEUCHI et al., 2009 apud VARDANEGA, 2013). A
intensidade trata-se da medida do fluxo de energia acustica através de uma unidade
de area do meio numa unidade de tempo. Este parametro € utilizado para classificar
as aplicacbes em ultrassom de baixa intensidade (LIU - Low-Intensity Ultrasound)
com menos de 1 W.cm? e ultrassom de alta intensidade (HIU - High-Intensity
Ultrasound) com 10-1000 W.cm? (TAKEUCHI et al., 2009 apud VARDANEGA,
2013).

As ondas ultrassonicas sdo geradas por cristais piezoelétricos
localizados no interior de transdutores ultrassénicos, que se contraem e expandem
ao receber um estimulo elétrico, causando a formacdo de ondas ultrassdnicas
(BARONI, 2008). O transdutor € um dispositivo que transforma energia elétrica em
energia mecanica e vice-versa. Com o acoplamento com o ar, a energia mecanica
da origem a vibrac6es no meio, as quais transformam-se em vibracfes sbénicas ou
ultrassoénicas (SANTOS, 2010; SILVA, 2002).

Entre os sistemas de ultrassom utilizados, 0 mais comum é o banho
ultrassoénico, que surgiu para fins de limpeza e € equipado com um transdutor
submerso em um tanque convencional (figura 2). O mesmo corresponde a um
método simples e de facil utlizacdo, apresentando como desvantagem o
aquecimento do fluido que circunda o recipiente contendo a mistura solido-liquido,
falta de uniformidade na distribuicdo da energia ultrassbnica e diminuicdo da
poténcia com o tempo (TAKEUCHI et al., 2009 apud VARDANEGA, 2013).
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Figura 2 - Esquema de extragdo em banho ultrassonico.
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Fonte: VARDANEGA (2013).

Outro sistema sdo as sondas, que realizam sonicagcao direta, por
meio de um dispositivo que gera as ondas ultrassbnicas diretamente em contato
com a mistura (figura 3). Esses sistemas séo utilizados em laboratorios, e agem
diretamente na mistura solido-liquido. Suas vantagens em relacdo aos banhos
ultrassénicos sédo a energia localizada e uma melhor distribuicdo das ondas que
promove uma ultrassonificagdo mais eficiente no liquido (TAKEUCHI et al., 2009
apud VARDANEGA, 2013; VINATORU, 2001).

Figura 3 - Esquema de extrator com sonda ultrassoénica
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Fonte: VARDANEGA (2013).

3.2. 2 Aplicacdes de Ultrassom

O ultrassom pode ser aplicado em processos de emulsificacéo,
cristalizacdo, homogeneizacdo, corte, hidrdlise, extracdo, inativacdo microbiana
entre outros (PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT, 2013).

Na extracdo assistida por ultrassom (EUA), aplica-se ondas de
ultrassom de alta intensidade, causando ruptura fisica das paredes celulares e

membranas celulares bioldgicas, reduzindo o tamanho das particulas. Estes efeitos
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permitem melhor penetracdo do solvente em materiais celulares e melhoram as
taxas de transporte de massa dentro do tecido, facilitando a transferéncia dos
componentes da célula para o solvente e levando a melhoria da operacdo de
extracdo (RUIZ-JIMENEZ; PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE CASTRO, 2004; WANG;
WELLER, 20086).

As vantagens na utilizacdo de ultrassom consistem na simplicidade
do equipamento, economia de custo, possibilidade de utlizacdo de diferentes
solventes na extracdo, diminuicdo do tempo de extracdo, boa reprodutibilidade,
condi¢cbes mais brandas de temperatura e concentracdo de reagentes (CARDOSO,
2008; MELECCHI, 2005). A extracdo com ultrassom depende da intensidade de
cavitacdo, tempo de extracdo e temperatura, sendo, portanto, necessario otimizar
estes parametros (BARBOZA; SERRA, 1992; BENEDITO et al., 2002; THOE;
ASPINWALL; WISE, 1998).

A melhor eficiéncia de extracdo de compostos organicos com o
emprego de ultrassom é atribuida ao fendmeno de cavitacdo produzido no solvente
pela passagem de ondas ultrassénicas (ROSTAGNO et al.,, 2009). Os efeitos
causados pelas ondas ultrassonicas na matéria sdo os ciclos de compressao e
expansao durante a propagacdo da onda. A expansado resulta na formacdo de
bolhas de cavitacdo, e o aumento da temperatura e pressdo causado pela
compressao leva ao colapso da bolha, resultando em uma “onda de choque” que
passa através do solvente provocando um efeito mecanico de agitacao
(ROSTAGNO et al., 2009; WANG; WELLER, 2006). Quando uma bolha colapsa
préximo de uma superficie sélida, sdo formados jatos de solvente a alta velocidade,
provocando danos a estrutura celular, aumentando a penetracdo do solvente de
extracdo para dentro da célula e a area de superficie de contato entre a fase sélida e
liquida. Este efeito associado a transferéncia de massa aumentada e ao rompimento
das células amplia a liberacdo dos compostos intracelulares para o meio
(ROSTAGNO et al.,, 2009). O ultrassom também pode facilitar o inchamento e
absorcao de solvente pelo aumento no tamanho dos poros da parede da célula,
auxiliando o processo de difusdo e aumentando a transferéncia de massa
(VINATORU, 2001).

A extracdo assistida por ultrassom consiste de um método eficaz na
extracdo de constituintes quimicos a partir de matrizes vegetais (DOBIAS et al.,
2010; HROMADKOVA; EBRINGEROVA, 2003; PALMA; BARROSO, 2002). Ela pode
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ser realizada em tempos mais curtos comparada a outras técnicas, indicando que
este método pode ser potencialmente utilizado na extracdo de compostos
termossensiveis utilizados em alimentos, cosméticos, e produtos farmacéuticos
(DONG et al., 2010).

Entre as aplicagbes de ultrassom em alimentos, tem-se 0 uso na
extracdo de Oleos vegetais de diversas fontes, tais como linhaca (ZHANG et al.,
2008), sementes de roma (GOULA, 2013; TIAN et al., 2013), sementes de uva (DA
PORTO; DECORTI; NATOLI, 2013; DA PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013;
FREITAS, 2007; MALICANIN et al., 2014), sementes de cha (SHALMASHI, 2009),
arroz (BABAEI; JABBARI; YAMINI, 2006), graos de soja (LI; PORDESIMO; WEISS,
2004) e outras sementes oleaginosas (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO,
2004).

Da Porto; Porretto e Decorti (2013), ao extrair 6leo de sementes de
uva e comparar a extracado assistida por ultrassom com o método convencional
soxhlet, observaram que a extracdo assistida por ultrassom (20Hz, 150W e 30
minutos) mostrou-se muito eficiente, obtendo o 6leo em menor tempo, com menores
guantidades de solvente e com rendimento e qualidade similar ao método
convencional. Avaliando a extracdo de 6leo de sementes de roma, Goula (2013)
obteve maior rendimento através da extracdo assistida por ultrassom em
comparacdo com meétodo convencional de extracdo (agitacdo), além de reduzir a

guantidade de solvente e o tempo de extracao.

3.3 MICROENCAPSULACAO

3.3.1 Microparticulas

Uma cépsula pode ter seu tamanho variando de alguns micrometros
até 1 mm, sendo classificada em nano (< 0,2 um), micro (0,2 a 500 um) ou
macroparticulas (> 500 um) (RE, 1998).

As microparticulas subdividem-se em microcapsulas, também
chamadas de “verdadeiras microcdpsulas”, e microesferas de acordo com a sua
estrutura como mostrado na figura 4 (SILVA et al., 2003). As microcapsulas séo

microparticulas em que o nucleo esta envolvido por uma camada ou filme polimérico
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formando um sistema do tipo reservatorio, sendo produzidas por coacervacao
simples ou complexa, secagem em leito fluidizado, co-extrusao, inclusao molecular
entre outros (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008). As microcapsulas podem
ser classificadas em relacdo ao nucleo; se este estiver dividido no interior da
particula revestida recebera o nome de polinucleares, caso contrario, chama-se
mononuclear (AFTABROUCHAD; DOELKER, 1992).

Figura 4 — Estruturas de microesfera e microcapsula.

Material
encapsulado

Microcapsula Microesfera

Fonte: Adaptado de JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI (2008).

As microesferas sdo produzidas principalmente por spray drying, e
constituem de um sistema matricial, no qual o polimero forma uma rede
tridimensional onde o material a ser microencapsulado pode estar adsorvido,
incorporado ou ligado covalentemente a matriz polimérica, formando sistemas de
dissolucéo, dispersdo ou sistemas porosos. Nestes sistemas, a area central consiste
em um vazio resultante da expansao das particulas durante os estagios finais da
secagem (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008). As microesferas podem ser
divididas em homogéneas quando a substancia ativa se encontra no estado
molecular (dissolvido) ou heterogénea quando a substancia ativa se encontra na
forma de particulas (suspenso) (AFTABROUCHAD; DOELKER, 1992).

A principal diferenca entre as microcapsulas e as microesferas é
decorrente de uma pequena fragdo do material “encapsulado” que permanece
exposto na superficie das microesferas, o que ndo ocorre na verdadeira
encapsulacdo. Porém, o termo “encapsulagao” € utilizado em seu sentido mais
amplo, englobando tanto a formacdo de microcapsulas quanto de microesferas

(AZEREDO, 2005).
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As microcapsulas podem ter mais de um nucleo, ou varias paredes
para um mesmo nucleo (CONSTANT; STRINGHETA, 2002). A figura 5 apresenta

alguns dos principais modelos de microcapsulas.
Figura 5 - Modelos de microcapsulas. (A): matriz (microesfera); (B): microcapsula

simples; (C): simples, irregular; (D): duas paredes; (E): varios nucleos; (F):

agrupamento de microcépsulas.
QA) O(B) O<C>
O(D) e@ (F)

Fonte: Adaptado de ARSHADY (1993); GIBBS et al. (2009).

O conceito de microcapsula surgiu com a idealizacdo do modelo
celular, onde a membrana que envolve e protege o citoplasma e demais
componentes, controla a entrada e saida de material na célula. De forma similar, a
microcapsula possui uma camada de um agente encapsulante o qual isola a
substancia ativa ou nucleo e evita a sua exposicdo inadequada, sendo que essa
membrana se desfaz sob um determinado estimulo especifico, liberando a

substancia no local ou momento ideal (RE, 2000).

3.3.2 Aplica¢cBes da Microencapsulacéo

A encapsulacdo consiste de um processo muito atrativo, podendo
ser utilizada em ingredientes alimenticios, compostos quimicos, remédios e
cosméticos (FUCHS et al., 2006).

Na industria alimenticia, os ingredientes ativos sdo encapsulados
visando reduzir a volatilizacdo dos aromas durante o armazenamento, a reatividade

do material microencapsulado em relagdo aos fatores ambientais e as interacdes
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indesejaveis com outros componentes dos alimentos; retardar as alteracdes de cor
ou perda do valor nutricional e a separagcdo de componentes reativos ou
incompativeis; evitar reacfes prematuras de um substrato; mascarar compostos de
sabor indesejavel; permitir a liberagdo controlada, e promover melhor solubilidade do
nacleo e melhor incorporacdo em sistemas secos (DESAI; PARK, 2005; GIBBS et
al., 1999; TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

A microencapsulacdo tem varias aplicacdes no setor alimenticio e
uma delas esta na encapsulacdo de 6leos essenciais com o intuito de prevenir a
oxidacdo e a perda de substancias volateis e controlar a liberagdo do aroma (RE,
2000). Ja foram realizados estudos de microencapsulacdo de diferentes dleos, tais
como eugenol (PEREIRA, 2007), café (FRASCARELI et al., 2012), essencial de
manjericdo (GARCIA, 2013), essencial de laranja (ASCHERI; MARQUEZ;
MARTUCCI, 2003), linhaga (CARNEIRO, 2011), essencial de capim limo
(LEIMANN, 2008), essencial de orégano (ALMEIDA et al., 2013), oliva (CALVO et
al., 2010), abacate (BAE; LEE, 2008), dentre outros.

3.3.3 Métodos de Microencapsulacéo

Sao varios os métodos de encapsulacéao e para escolha do mesmo,
deve se levar em consideracdo a dependéncia do custo de operacéao, a sensibilidade
do encapsulado, o tamanho desejado para a microesfera, as propriedades fisicas e
guimicas do encapsulado e do material de parede, a aplicacdo do produto e o
mecanismo de liberacdo (SHAHIDI; HAN, 1993). O método ideal de
microencapsulacdo deve atender alguns requisitos, entre eles ser um método
simples, reprodutivel, rapido e facil de transpor a escala industrial (GIUNCHEDI,;
CONTE, 1995).

A principal diferenca entre os métodos € caracterizada pelo tipo de
envolvimento ou aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante, e a
combinagdo entre o material e 0 agente ativo que pode ser de natureza fisica,
guimica ou fisico-quimica (SUAVE et al., 2006).

Entre os métodos fisicos, pode-se citar spray drying, spray cooling,
pulverizacdo em banho térmico, leito fluidizado, extrusdo centrifuga com multiplos

orificios, cocristalizacdo e liofilizacdo. Os métodos quimicos consistem de inclusdo
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molecular e polimerizacéo interfacial. E os métodos fisico-quimicos s&o coacervacao
ou separacao de fases, emulsificacdo seguida de evaporagdo do solvente,
pulverizacdo em agente formador de reticulagcdo, envolvimento lipossémico entre
outros (RE, 1998; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).

3.3.3.1 Secagem por atomizagédo (Spray Drying)

A secagem por atomizacdo ou spray drying é uma técnica
considerada barata, e a mais utilizada pela industria de alimentos (JAFARI;
ASSADPOOR; BHANDARI, 2008). Trata-se de um dos métodos mais antigos de
encapsulacdo, o qual foi usado na década de 1930 para preparar 0S primeiros
compostos de sabor encapsulados (GOUIN, 2004; SHAIDI; HAN, 1993).

Spray drying é um processo de pulverizacdo e secagem de
particulas liquidas (GOUIN, 2004). O material resultante pode estar apresentado de
varias formas: em po, em granulos ou aglomerados, dependendo das propriedades
fisicas e quimicas do material inicial, do projeto do secador e da operacdo em si
(ANDRADE; FLORES, 2004). Essa técnica utiliza um secador denominado
atomizador ou spray dryer (figura 6) (AZEREDO et al., 2012; SILVA, 2000).

A secagem ocorre em 3 etapas: a atomizacdo, a desidratacdo e o
recolhimento do pé. O liquido (solucdo, emulsdo ou dispersdo) é atomizado e
pulverizado por um bico atomizador em um meio quente e seco e ao entrar em
contato com o ar quente na camara de secagem, a agua das goticulas € evaporada
e as pequenas particulas soélidas sédo formadas e recolhidas (AMERI; MAA, 2006).

O ar utilizado no spray dryer encontra-se sob temperaturas que
variam de 160 a 230°C. No entanto, a construcdo da camara de secagem e as
condicBes de trabalho sdo planejadas de forma que o produto permaneca o menor
tempo possivel no secador, com o objetivo de evitar que o alimento sofra a influéncia
de altas temperaturas (SILVA, 2000).
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Figura 6 - Modelo de spray dryer de bancada.
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Fonte: AMERI e MAA (2006); Adaptado por GARCIA (2013).

Esse método é muito utilizado na induastria alimenticia, para dar
estabilidade a flavorizantes, controlar degradacéo/oxidacdo e para converter liquidos
em pos (GOUIN, 2004). Também € considerado o processo mais empregado para
produzir aromas secos (PEREIRA, 2007). Possui as seguintes vantagens sobre os
outros métodos de microencapsulacéo: as propriedades e a qualidade do produto
sdo mais eficientemente controladas; ha possibilidade de grandes producbes em
operacao continua com equipamento simples; producao de particulas relativamente
uniformes e esféricas, boa eficiéncia, e baixo custo do processo (JAFARI;
ASSADPOOR; BHANDARI, 2008; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).

3.3.4 Materiais Encapsulantes

Entre os fatores que afetam a escolha do material encapsulante,
podem ser citados: as propriedades quimicas e fisicas do nucleo e da parede, a
técnica de microencapsulacdo, o tipo de aplicagcdo do produto, as propriedades
desejadas, mecanismo de controle, fatores econémicos e aprovacdo do material
pela Food and Drug Administration (FDA/EUA) ou pelo European Food Safety
Authority (Europa) (AMRITA; DABUR; KAPOOR, 1999; RE, 2000).
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O encapsulante ideal deve ser de facil manipulagcdo durante o
processo; apresentar baixa viscosidade em concentracdes elevadas; possuir baixa
higroscopicidade para auxiliar a manipulacéo evitando aglomeragcao; nao ser reativo
com o material a ser encapsulado; possuir as propriedades desejadas de liberagao
do material ativo; ter habilidade de selar e segurar o material ativo dentro da
estrutura da cépsula; ser solavel em solventes comuns; proporcionar maxima
protecdo ao material encapsulado contra condicbes adversas, como luz, pH,
oxigénio e ingredientes reativos; ter habilidade para dispersar ou emulsificar e
estabilizar o ingrediente encapsulado; apresentar facil reconstituicao; transformar
liquidos em sélidos para uso em sistemas secos; ser econbmico e ndo apresentar
sabor desagradavel se for utilizado para consumo oral (SANTOS; FERREIRA,;
GROSSO, 2000; SHAHIDI; HAN, 1993). Porém na pratica, muitas vezes, um mesmo
composto ndo engloba todas essas propriedades, entdo se utilizam misturas a fim
de obter um material encapsulante com todas as caracteristicas necessarias para
realizar uma eficiente encapsulacdo (SHAHIDI; HAN, 1993).

Os encapsulantes mais utilizados na microencapsulacao séo gomas,
carboidratos, lipideos, proteinas, poliésteres naturais, polimeros sintéticos e algumas

fontes alternativas como quitosana (SUAVE et al., 2006).

3.3.4.1 Goma arabica

A goma ardabica (figura 7) € um heteropolissacarideo complexo que
contém estrutura ramificada. Sua cadeia principal € formada por unidades de D-
galactose, unidas por ligagcbes glicosidicas em B-D-1,3, apresentando estruturas
diferentes em suas cadeias laterais, como D-galactose, L-ramnose, L-arabinose e
acido D-glucurénico, as quais estdo ligadas a cadeia principal por ligagdes (3-1,6
(BEMILLER; WHISTLER, 1996; MCNAMEE; O’RIORDAN; O’'SULLIVAN, 1998;
RANDALL; PHILLIPS; WILLIAMS, 1988).
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Figura 7 - Estrutura quimica da goma arébica.
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Fonte: GUILHERME (2006).

A goma arabica é uma goma neutra ou levemente acida extraida a
partir do exudado de arvores de Acacia. Esta goma contém alta solubilidade em
agua e baixa viscosidade em solucéo, reduzindo na presenca de um eletrdlito e em
pHs extremos, € inodora, quase insipida, e insoluvel em alcool etilico (ROCHA,
2009). Podem ser empregadas solucbes com a concentracdo de até 50%, sendo
gue acima disto pode apresentar caracteristicas de gel (BEMILLER; WHISTLER,
1996).

Trata-se de uma heteroglicana complexa constituida por duas
fracOes: a primeira formada por polissacarideos, com nenhum ou pouco material
nitrogenado, correspondendo a 70% da molécula; e a segunda, apresenta maior
peso molecular e uma proteina como parte integrante em sua estrutura. O total de
proteina nesta fracéo é de cerca de 2%, podendo as fracGes especificas conter até
25% (BEMILLER; WHISTLER, 1996; RANDALL; PHILLIPS; WILLIAMS, 1988).

Devido a fracdo proteica, a goma arabica possui excelentes
propriedades emulsificantes, sendo, por isso, amplamente utilizada (DICKINSON,
2003). Entretanto, tem alto custo e problemas de disponibilidade, uma vez que é
produzida em regies onde podem ocorrer variagdes climaticas e conflitos politicos,
podendo comprometer sua oferta. Dessa forma, a busca por substitutos totais ou
parciais para a goma arabica tem sido estudada (McNAMEE; O’RIORDAN;
O’SULLIVAN, 1998).

E utilizada em alimentos como emulsificante e estabilizador de

emulsdes do tipo 6leo em agua; e apresenta compatibilidade com elevadas
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concentracfes de acucar, sendo utilizada em confeitos que apresentam alto teor de
acucar e baixo teor de agua (BEMILLER; WHISTLER, 1996).

A goma ardbica é o0 encapsulante tradicional usado na
microencapsulacao por spray drying de 6leos e flavors (CARNEIRO, 2011). J& foram
realizados estudos de encapsulacdo de compostos lipossollveis, tais como
limoneno (KAUSHIK; ROOS, 2007), dleo de soja (MCNAMEE; O’RIORDAN;
O’SULLIVAN, 1998), azeite de oliva (CALVO et al., 2010), pigmentos do grupo dos
carotenoides (QV; ZENG; JIANG, 2011; RASCON et al., 2011; ROCHA, 2009) e
flavors (KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL, 2005; YEO et al., 2005), devido a

formacdo de uma emulsao estavel e retencdo dos compostos volateis.

3.3.4.2 Maltodextrinas

As maltodextrinas consistem de produtos parcialmente hidrolisados
do amido formado de cadeias de D-glicose unidas por ligacdes a-(1,4) (SHAHIDI;
HAN, 1993). Sao produzidas por hidrolise acida, enzimatica ou ainda pela
combinacdo de ambos o0s processos sobre o amido e estdo disponiveis em
diferentes dextroses equivalentes (DE), que indicam o nivel de hidrdlise do polimero
de amido (GHARSALLAOUI et al., 2007).

As maltodextrinas sdo produtos com valores de DE menores que 20.
Sao produtos menos higroscopicos, ndo apresentam docgura, e sdo excelentes para
contribuir com a textura de sistemas alimenticios (BEMILLER; WHISTLER, 1996).
Maltodextrinas de diferentes valores de DE apresentam diferentes propriedades
fisico-quimicas como solubilidade, temperatura de congelamento e viscosidade
(KLINKESORN et al., 2004).

Como vantagens, a maltodextrina apresenta boa relacéo
custo/efetividade, capacidade de formar solucbes concentradas com baixa
viscosidade, boa solubilidade, é insipida e inodora. Porém, ndo possui propriedade
emulsificante e, por isso, deve ser utilizada junto com outros materiais que possuam
esta propriedade (MADENE et al., 2006) como goma arabica (BHANDARI et al.,
1992; LIU et al., 2000), amidos modificados (SOOTTITANTAWAT et al., 2003) e com
proteinas (HOGAN et al., 2001; HOGAN O’'RIORDAN; O’'SULLIVAN, 2003), com o
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objetivo de aumentar a eficiéncia e reduzir custos da microencapsulagéo por spray
drying (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de uva juntamente com o bagaco das cultivares Isabel
e Bordé (safra 2014/2015) foram fornecidas pela Coaviti (Cooperativa Agroindustrial
dos Viticultores, Marialva, PR, Brasil), sendo oriundas de Rolandia, PR, Brasil. As
sementes foram separadas manualmente do bagaco, lavadas com agua corrente e
secas em estufa com renovacédo de ar (modelo TE- 394/2, Tecnal, Piracicaba, Brasil)
a 60 °C por 6 h. ApGs a limpeza e secagem, as sementes foram armazenadas em
frascos herméticos cobertos por papel aluminio em freezer doméstico a -22°C.
Previamente as andlises, as sementes foram moidas em um moinho de sementes
(modelo Al1, lka, Staufen, Alemanha) durante 20 s e peneiradas a fim de padronizar
o tamanho das particulas para 0,841 mm (20 mesh). A goma arabica (Instantgum
BB) foi fornecida pela empresa Nexira Brasil (S&o Paulo, Brasil), e a maltodextrina
10 DE (Mor-Rex 1910) pela empresa Ingredion Brasil (Rio de Janeiro, Brasil). Todos

os reagentes utilizados eram de pureza analitica.

4.2 METODOS

4.2.1 Andlise Centesimal das Sementes de Uva

A determinacdo de umidade, cinzas, lipideos e proteinas foram
realizadas segundo a metodologia descrita por AOAC (1997). O contetudo de
carboidratos foi determinado por diferenca: foi calculado a média da porcentagem de
agua, proteinas, lipideos e cinzas e o restante foi considerado carboidratos. Todas

as determinac@es foram realizadas em triplicatas.

4.2.2 Planejamento Experimental

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR),
com trés repeticdes no ponto central (0) e quatro pontos axiais (-1,41, +1,41) para

avaliar o rendimento do 6leo de sementes de uva e o contetdo de radicais livres.
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Foram avaliados os efeitos das variaveis independentes: temperatura (°C) e
amplitude da onda ultrassbnica (um) sobre o rendimento de extracdo do Oleo e
conteudo de radicais livres (variaveis dependentes).

Foram realizados 11 experimentos aleatorizados, 0s quais podem
ser visualizados na tabela 2. Os valores reais e 0s niveis das variaveis estudadas

estao descritos na tabela 3.

Tabela 2 — Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as

variaveis codificadas.

Variaveis Independentes

Experimentos Temperatura Amplitude
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
4 - 1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 + 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Tabela 3 — Valores reais e niveis dos fatores estudados do delineamento composto

central rotacional (DCCR).

Niveis
Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
A - Temperatura (°C) 15 18 25 32 35
B - Amplitude (um) 24 34,8 60 85,2 96

Para elaboracdo dos modelos matematicos, foi utilizado o software
Statistica 10 (Stasoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos
coeficientes dentro de um nivel de confianca de 90%. ApoOs a analise estatistica dos

coeficientes, foi realizada andlise de variancia (ANOVA), avaliando o coeficiente de
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determinacéo (R?) e realizando o teste F, para verificar se cada modelo apresentava

um ajuste adequado dos dados experimentais.

4.2.3 Extrac&o Assistida por Ultrassom do Oleo de Sementes de Uva

A extracdo assistida por ultrassom do Oleo foi realizada em
sonicador (modelo Q700, QSONICA, Newtown, EUA) conforme metodologia descrita
por Da Porto, Porretto e Decorti (2013). 18,75 g de sementes de uva foram
misturados com 150 mL de hexano (propor¢éo liquido-sélido de 8:1, v/m) em um
béquer encamisado. O controle da temperatura (+2°C) foi realizado através de um
banho termostatizado com bomba de circulacdo externa (modelo TE-2005, Tecnal,
Piracicaba, Brasil) acoplado ao béquer encamisado A sonda trabalhou em
frequéncia constante de 20 kHz e tempo de 30 minutos. As variaveis estudadas
foram amplitude e temperatura, as quais estdo apresentadas na tabela 3. Depois de
ser extraida, a mistura foi filtrada a vacuo atraves de filtros de papel e o solvente foi
removido do 6leo extraido com um evaporador rotativo (7 rpm) a vacuo (modelo MA
120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 50 °C por 15 minutos (DA PORTO; PORRETO;
DECORTI, 2013). A massa do 06leo extraido foi pesada e o rendimento do processo
calculado como sendo a razéao entre as massas de 0leo extraido por sonicagéo e a

total determinada por Soxhlet de acordo com a AOAC, 1997.

4.2 .4 Conteudo de Radicais Livres

O conteudo de radicais livres foi determinado por ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR) através do método indireto de captura utilizando a
armadilha de spin (spin trap), a-fenil-N-terc-butylnitrone (PBN) (pureza> 97%, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA). 1 mg de PBN foi dissolvido em 1 g de 6leo de sementes
de uva em banho de ultrassom (modelo USC 1450 A, Unique, Indaiatuba, Brasil)
durante 15 min. A solucéo foi armazenada no escuro a temperatura ambiente (25°C)
durante 1, 7 e 30 dias. Passado o tempo de incubagéo, aproximadamente 80 uL da
solucao foram adicionados a tubos de quartzo de 3 mm e submetido a leitura em
temperatura ambiente. As medidas de EPR foram realizadas em espectrometro
(modelo JES-PE-3X, JEOL, Toquio, Japao) operando em banda-X (9,3 GHz).
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Utilizou-se como padréo o manganés (Mn®").

4.2.5 Caracterizacdo do Oleo de Sementes de Uva Extraido na Condigdo Otimizada

O dleo obtido na condi¢do 6tima do planejamento experimental foi
caracterizado em termos de acidos graxos, conteldo de compostos fendlicos,
atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP e oxidacdo lipidica. Essas
analises também foram realizadas em 6leo extraido sem aplicacdo do ultrassom,
somente com agitacdo magnética (OAM): 18,75 g de sementes de uva foram
misturados com 150 mL de hexano (proporcao 8:1, v/m) em um béquer com controle
de temperatura (£2°C) por banho termostatizado (modelo TE-2005, Tecnal,
Piracicaba, Brasil). Utilizou-se 7 rpm na mesma temperatura otimizada do ultrassom
(15°C) durante 30 minutos. ApoOs extracao, a mistura foi filtrada a vacuo com filtro de
papel e o solvente foi removido do Oleo extraido com um evaporador rotativo (7 rpm)
a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 50°C por 15 min. A massa
do 6leo extraido foi pesada e o rendimento do processo foi calculado como sendo a
razao entre as massas de 0leo extraido com agitacao e o total presente determinado
inicialmente na semente de uva pelo método de Soxhlet de acordo com a AOAC,
1997.

4.2.5.1 Acidos graxos

A hidrélise e transesterificacdo dos acidos graxos dos 6leos foram
realizadas segundo o método 5509 da ISO (1978). Em 150 mg de matéria graxa,
foram adicionados 1,5 mL de n-heptano e agitado rigorosamente até completa
solubilizacdo dos lipideos. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de solucdo de
NaOH/Metanol 2M e novamente submetido a agitacdo. A solucdo permaneceu em
repouso até completa separacdo das fases. A fase superior contendo n-heptano e
ésteres metilicos de acidos graxos foi extraida com auxilio de um pipetador
automatico e transferida para um vial ambar e armazenada a -18°C até o momento
da analise. Esteres metilicos de &cidos graxos foram analisados utilizando um
cromatografo gasoso (modelo 17A, Shimadzu, Quioto, Japdo), equipado com

detector de ionizagc&o de chama e coluna capilar (100m x 0,25 mm) com 0,25 pm de
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cianopropilpolisiloxano CP SlI 88. A rampa de temperatura de coluna foi programada
para: 65°C por 15 minutos; 10°C.min™* até 165°C e mantido por 2 minutos; 4°C.min™
até 185°C e mantido por 8 minutos; 4°C.min™* até 235°C e mantido por 5 minutos. O
detector e injetor foram mantidos a 260°C, utilizando Split de 1/100. O fluxo de gases
foi de 1,2 mL.min™ para o gas de arraste (N2), 30 mL.min' para o gas auxiliar (H2),
30 e 300 mL.min™ para os gases da chama, H; e ar sintético, respectivamente. A
identificacdo dos acidos graxos foi baseada em padrdes de ésteres metilicos de
acidos graxos (Sigma). A area dos picos foi determinada por integrador acoplado ao
cromatégrafo gasoso. Os resultados foram expressos como porcentagens relativas

dos &cidos graxos identificados e os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.5.2 Compostos fendlicos

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com o
método apresentado por Parry et al. (2005), com modificacdes descritas por Bail et
al. (2008) usando 1,0 g de 6leo. Para a extracdo de compostos fendlicos do oleo, 3
mL de solucdo 90:10 de metanol: agua foram adicionados, seguido por agitacédo
durante 4 minutos e centrifugacdo em centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804 R,
Hamburgo, Alemanha) a 4°C por 5 minutos a 3000 g. O procedimento de extracao foi
efetuado trés vezes para cada O6leo. Todos o0s extratos metanodlicos foram
combinados e concentrados até a secura. Antes da medicdo de fendis totais, a
matéria seca foi dissolvida em 1 mL de solucdo de 10:90 metanol:agua. A solucéo
foi armazenada no escuro a -22°C até a analise. O contetddo de compostos fendlicos
foi analisado de acordo com o método do reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA- RAVENTOS, 1999; SINGLETON; ROSSI, 1965). 200 uL
dos extratos foram colocados num tubo juntamente com 4 mL de agua e 0,5 mL de
Folin-Ciocalteau. Apds, 5 minutos, 1,0 mL de solucao de carbonato de s6dio 10% foi
adicionado, misturado e deixado em repouso durante 60 minutos. Posteriormente, a
absorcao foi medida a 765 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo Libra S22,
Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados com uma
curva padrdo de acido galico utilizando concentra¢gbes de 10, 15, 20, 25 e 30 mg de

acido galico. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4.2.5.3 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante por DPPH foi realizada
conforme descrito por Tuberoso et al. (2007) com algumas modificagdes. Foram
misturados 20 pL de 6leo de sementes de uva com 3 mL de solu¢cdo de DPPH
dissolvido em acetato de etila (0,07 mM). O branco constituia-se de acetato de etila.
As leituras espectrofotométricas foram efetuadas apdés 1 hora de incubacdo, no
escuro e a temperatura ambiente, a 517 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel
(modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Foi preparada uma curva
de calibracdo de Trolox feita com solu¢des variando a concentracdo de 0,1 — 3,00
mM. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Para a atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada
preparacao de extrato conforme descrito por Tuberoso et al. (2007). 500 uL de oleo
de sementes de uva foram misturados com 500 puL de metanol, agitado por 10 s,
acondicionados em agitador rotativo por 30 minutos e, posteriormente agitados por
10 s. Apds, foi realizada centrifugacdo em centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804 R,
Hamburgo, Alemanha) a 4°C a 700g por 10 minutos e separou-se a fase hidrofilica
(FH) e a fase lipofilica (FL). O método espectrofotométrico FRAP foi realizado de
acordo com Benzie e Strain (1996) com algumas modificacdes. O reagente FRAP foi
composto por 2,5 mL de uma solucdo de 2,4,6 —Tris (2-piridil)-s-triazine (TPTZ) 10
mmol/L em acido cloridrico (HCl) 40 mmol/L, 2,5 mL de cloreto de ferro
hexahidratado (FeCls;.6H,0O) 20 mmol/L e 25 mL de tamp&o acetato 0,1 mol/L (pH
3,6). Em seguida, foi incubado a 37 °C durante 30 minutos em banho maria (modelo
MA 127, Marconi, Piracicaba, Brasil). Para a reacdo, 30 yL de extrato metandlico do
Oleo (fase FH) e 70 pL de agua destilada foram misturados com 900 uL de reagente
FRAP. A reacdo ocorreu no escuro mantendo a temperatura em 37°C durante 30
minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm em
espectrofotometro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino
Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva padrdo de Trolox feita
com solucdes variando a concentracdo de 0,05 - 0,6 mM. Os ensaios foram

realizados em duplicata.
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4.2.5.4 indice de acidez, iodo e peréxido

A determinacdo de acidez foi realizada em duplicata através do
método descrito por Instituto Adolfo Lutz (2008). Este procedimento consiste em
misturar o 6leo com solucdo de éter-alcool neutra e indicador fenolftaleina e
posterior titulagdo com solucdo de hidréxido de sodio. A determinacdo de indice de
peréxido foi realizada em duplicata de acordo com o método da AOCS (2004),
conforme descrito por Instituto Adolfo Lutz (2008). O procedimento consiste em
misturar a amostra primeiramente com solugdo de acido acético-cloroformio 3:2 e
solucdo saturada de iodeto de potassio. Apos 1 minuto ao abrigo da luz, acrescenta-
se agua e titula-se com solucdo de tiossulfato de sédio e solugcdo de amido
indicadora. A determinacéo de indice de iodo pelo método de Wijs foi realizada em
duplicata de acordo com o método da AOCS (2004), conforme descrito por Instituto
Adolfo Lutz (2008). O procedimento consiste em misturar a amostra com tetracloreto
de carbono e solucdo de Wijs. Apés homogeneizacdo e armazenamento ao abrigo
da luz por 30 minutos foi realizada a adicao de solucdo de iodeto de potassio e agua
destilada. Posteriormente titulou-se com solucao de tiossulfato de sodio e solucéo
indicadora de amido 1%. As andlises foram determinadas em Oleo de sementes de

uva estocados a temperatura ambiente e na auséncia da luz durante 1, 7 e 30 dias.

4.2.6 Formacédo das Emulsfes e Avaliacdo das Emulsdes

Para a formacdo das emulsBes de 6leo com material de parede, a
concentracdo de sélidos totais (material de parede + 6leo) nas emulsdes foi fixada
em 30% (BARANAUSKIENE et al., 2007; PARAMITA et al., 2010) e o teor de
Oleo/sdlidos foi 10% (ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI, 2003). O material de
parede foi adicionado em agua destilada a 40°C e a mistura foi mantida sob
agitacdo, até sua completa dissolucdo. Apds as solucdes atingirem a temperatura
ambiente, o Oleo foi adicionado e as emulsdes foram preparadas utilizando um
homogeneizador Ultra-Turrax (modelo MA 102, Marconi, Piracicaba, Brasil)
operando a 16.000 rpm, durante 5 minutos. Os materiais de parede utilizados foram

(a) goma arabica e (b) maltodextrina + goma arabica (50:50).
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4.2.6.1 Avaliagao da estabilidade

Ap6s o preparo das emulsdes, aliquotas de 10 mL de cada amostra
foram transferidas para provetas graduadas de 25 mL, as quais foram cobertas com
filme de PVC e deixadas sobre a bancada a temperatura ambiente por 24 horas. A
avaliagdo da estabilidade foi realizada observando-se a ocorréncia ou nédo da
separacdo de fase das emulsdes, 4 horas e 24 horas apdés o processo de
emulsificacdo (FRASCARELI et al., 2012).

4.2.6.2 Diametro médio das gotas

A determinagdo do didmetro médio das gotas das emulsbes foi
avaliada através de microscopia oOtica. Apés a formacéo das emulsdes, aliquotas das
amostras foram colocadas em laminas, cobertas com laminulas e observadas em
microscopio oOtico Leica DMLS (Wetzlar, Alemanha). A captacdo de imagens foi
realizada por camera digital Motican 2500 UBS 2.0 utilizando uma objetiva de 40x.
Apoés sequestro das imagens, o diametro de 500 gotas de cada amostra foi medido
utilizando-se o software Motic Images Plus 2.0. Considerando as gotas da emulséo
perfeitamente esféricas, o diametro médio superficial das gotas (diametro médio de

Sauter - D3,) foi calculado utilizando-se a equacao 2.

D.. = EEI:._E[I'l'l-s
327 em
Lizysidga

)

Onde z; € o numero de gotas com diametro d;.
4.2.7 Microencapsulacéo por Spray Drying e Avaliacdo das Microesferas

Apés o preparo das emulsbes com diferentes materiais de parede e
proporcdes, foi realizada a secagem e microencapsulagdo do 6leo de sementes de
uva por spray dryer laboratorial (modelo SD-05, LabPlant, Chelmsford, Inglaterra).
As condi¢Bes do processo foram didmetro do bico de 0,7 mm; temperatura do ar de
entrada de 180°C (+3°C); temperatura do ar de saida de 105°C (+8°C); vazéo de
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alimentacdo de 350 mL/h; fluxo de ar de 73 m3h (£x3 mdh) e pressédo do ar
comprimido de 1,8 bar.

As microesferas obtidas foram avaliadas quanto ao teor de 6leo
superficial, éleo total, eficiéncia de encapsulacdo, retencdo de 6leo, compostos
fendlicos, atividade antioxidante, indice de perdxido, acidos graxos, umidade,
atividade de agua, densidade aparente, tamanho de particulas, area superficial,
span e morfologia.

4.2.7.1 Extracdo do 6leo das microesferas

Previamente as analises de teor de Oleo total, conteudo de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e acidos graxos, foi realizada a extracéo
do 6leo das microesferas. Para isso, amostras de po (0,5 ou 2,5 g) foram dissolvidas
em 4 mL de agua destilada a 50°C, e agitadas por 10 min a 500 rpm em agitador
magnético. Em seguida, foram adicionados 20 ou 50 mL de hexano:isopropanol (3:1)
e agitados por 10 min a 500 rpm em agitador magnético. A solucéo foi centrifugada a
5000 rpm a 4°C por 10 minutos (Eppendorf 5804 R, Hamburgo, Alemanha), coletou-
se a fase de sobrenadante e evaporou-se 0s solventes a 30°C em evaporador
rotativo (7 rpm) a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) até peso

constante.

4.2.7.2 Teor de Oleo, eficiéncia de encapsulacao e retencéo de 6leo

Apés a extracdo do 6leo das microesferas conforme item 4.2.7.1, o
contetdo de oOleo total nas microesferas (TO, %) foi determinado como sendo a
razao entre a massa do 6leo extraido e a massa do p6. O teor de 6leo superficial
(SO, %) foi determinado de acordo com o método descrito por Tan, Chan e Heng
(2005) com modificacBes de Bae e Lee (2008). 15 mL de hexano foram adicionados
a 1,5 g de po6 e agitado manualmente para a extracdo de o6leo livre, durante 2 min, a
temperatura ambiente. A mistura de solvente foi filtrada e o retido no filtro foi lavado
trés vezes com 20 mL de hexano. Em seguida, o solvente foi evaporado a
temperatura ambiente e depois a 60 °C em evaporador rotativo (7 rpm) a vacuo

(modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) até peso constante. O 6leo né&o-
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encapsulado (6leo superficial) foi determinado como sendo a relagéo entre a massa
do oleo superficial e 0 p6é (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008).
A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada a partir da equacao

ToO-50
TD

EE = (Z=22) x 100 (3)

A retencdo de oOleo (RO) foi calculada usando a equacdo (4)
(HUYNH et al.,2008).

__ (Oleo total)
RO = Oleo inicial x 100 (4)
Sendo Oleo Total, a quantidade de 6leo total obtido analiticamente nas microesferas,

e Oleo Inicial, a quantidade inicial de 6leo adicionada & emulsdo antes da secagem.
4.2.7.3 Compostos fendlicos

Para a analise das microesferas, o 6leo foi extraido conforme item
4.2.7.1, e dissolvido em 1 mL de solucdo de metanol:agua (10:90 v/v). O conteudo
de compostos fendlicos foi analisado de acordo com o método do reagente Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA- RAVENTOS, 1999;
SINGLETON; ROSSI, 1965). 200 pL dos extratos foram colocados num tubo
juntamente com 2 mL de agua e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau. Apés 5 minutos, 1,0 mL
de solucdo de carbonato de sodio 10% foi adicionado, misturado e deixado em
repouso durante 60 minutos. Posteriormente, a absorcdo foi medida a 765 nm em
espectrofotometro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge Reino
Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva padréo de acido galico
utilizando concentracdes de 6, 9, 11, 15 e 17 mg de acido gélico. Os ensaios foram

realizados em duplicata.
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4.2.7.4 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante por DPPH foi realizada
conforme descrito por Tuberoso et al. (2007) com algumas modificacdes. Para a
andlise das microesferas, foi feita previamente a extracdo do 6leo conforme item
4.2.7.1. O Oleo extraido das microesferas foi dissolvido em 3 mL de solucédo de
DPPH (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) em acetato de etila (0,07 mM). As leituras
espectrofotométricas foram efetuadas apés 1 hora de incubacdo, no escuro e a
temperatura ambiente, a 517 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo Libra
S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Foi preparada uma curva de calibracao de
Trolox feita com solucdes variando a concentracdo de 0,1 — 3,0 mM. Os ensaios
foram realizados em duplicata.

Para a atividade antioxidante pelo método FRAP extraiu-se o 0leo da
microesfera conforme item 4.2.7.1 e em seguida, adicionou-se 500 pL de metanol ao
o0leo. O método espectrofotométrico FRAP foi realizado de acordo com Benzie e
Strain (1996) com algumas modificagdes. O reagente FRAP foi composto por 2,5 mL
de uma solucdo de 2,4,6 —Tris (2-piridil)-s-triazine (TPTZ) 10 mmol/L em acido
cloridrico (HCI) 40 mmol/L, 2,5 mL de cloreto de ferro hexahidratado (FeCls;.6H,0) 20
mmol/L e 25 mL de tampé&o acetato 0,1 mol/L (pH 3,6). Em seguida, foi incubado a
37 °C durante 30 minutos em banho maria (modelo MA 127, Marconi, Piracicaba,
Brasil). Para a reacdo, 30 pyL de extrato metandlico do 6leo e 70 yuL de agua
destilada foram misturados com 900 pL de reagente FRAP. A reacdo ocorreu no
escuro mantendo a temperatura em 37°C durante 30 minutos. As leituras de
absorvancia foram realizadas a 595 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (modelo
Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados
com uma curva padrdo de Trolox feita com solu¢des variando a concentracao de 0,1

- 0,6 mM. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.7.5 Acidos graxos

Primeiramente foi realizada extracdo do Oleo da microesfera

conforme item 4.2.7.1. A hidrélise e transesterificacdo dos &cidos graxos foram
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realizadas segundo o método 5509 da ISO (1978) e a andlise foi realizada conforme

descrita no item 4.2.5.1.

4.2.7.6 indice de perdxido

A extracdo do 6leo para determinacdo do indice de peréxido foi
realizada segundo metodologia proposta por Partanen et al. (2008), com algumas
modificacdes. 0,5 g de p6 foi misturado com 5 mL de agua destilada (40°C) e agitado
durante 5 minutos. Uma porcdo de 400 uL foi retirada e agitada durante 10
segundos com 1,5 mL de iso-octano/ isopropanol (2:1) para extracdo do 6leo. Em
seguida, as fases foram separadas por centrifugacdo a 2400 rpm por 5 minutos
(Eppendorf 5804 R, Hamburgo, Alemanha).

A determinacdo do indice de peroxidos foi realizada
espectrofotometricamente de acordo com o método padréo IDF 74A:1991. Para
determinar o indice de peroxidos no 6leo sem microencapsular uma porcéao de 0,059
do oleo foi pesada e do 6leo extraido da microesfera uma aliquota de 400 pL do
meio de extracdo foi adicionada a 9,6 mL de uma solucdo de cloroférmio/metanol
(7:3). Para a formacéo de cor, foram adicionados 50 uL de solucdes de cloreto de
ferro (Il) e 50 pyL de tiocianato de amdnia. A amostra foi agitada, mantida em
repouso, no escuro, por 5 minutos e entdo foi medida a absorbancia a 500 nm em
um espectrofotémetro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino
Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva padrao de 1 a 20 ug de
Fe+3 (SHANTHA; DECKER, 1994).

4.2.7.7 Umidade e atividade de agua das microesferas

A umidade das microesferas foi determinada gravimetricamente, por
secagem em estufa a 105° C por 6h. A analise foi feita em duplicata usando 1 g de
amostra (AOAC, 1997). A atividade de agua foi realizada em triplicata e medida em
um higrémetro digital Aqualab 4 TEV (Decagon, Pullman, EUA) a 25°C.
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4.2.7.8 Densidade aparente, distribuicdo de tamanho das particulas, area superficial

e span

A densidade aparente das particulas foi determinada através da
medida do volume ocupado por 2 g da amostra em pé em uma proveta graduada de
25 mL em duplicata (GOULA; ADAMOPOULOQOS, 2004).

A distribuicdo de tamanho das particulas, a area superficial e o span
das microesferas foram determinados em um analisador de tamanho de particulas
por difracdo a laser (Laser Scattering Spectrometer Mastersizer, modelo 2000,
Malvern, Reino Unido). O didmetro médio foi determinado baseando-se no didmetro
médio de uma esfera de mesmo volume (diametro de De Brouckere Ds3 - equacéo
5). Para esta analise, uma pequena quantidade da amostra foi dispersa em alcool
etilico (99,5 %) e submetida a 2 leituras em triplicata.

Ii.=idgs

Iiamids

Dy =

(5)

Onde zi € o numero de particulas de diametro di.

4.2.7.9 Morfologia

O estudo da morfologia das particulas foi realizado através da
microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em porta
espécimens metalicos (stubs), com uma fita de carbono dupla face. Em seguida,
foram metalizadas com uma liga de ouro com grau de pureza de 99,6%, em um
metalizador (Sputter Coater SCD 050 BAL-TEC) a uma taxa de recobrimento de
0,51 A/s, por 98 segundos, em voltagem de 40 mA, e 5x10™" mbar. As amostras
foram observadas em um microscépio eletrénico de varredura (FEI Quanta 200). A

aquisicao das imagens foi realizada pelo software XTM 2001 Fei company.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados foi utilizado o software Statistica 10
(Stasoft, Tulsa, EUA). Os dados das variaveis foram submetidos a analise estatistica
de variancia e ao teste de Tukey a 5 % de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de dois artigos

cientificos, conforme segue:

Artigo A

Extracdo e caracterizacdo de 6leo de sementes de uva por ultrassom.

Artigo B
Microencapsulacao por spray drying de 6leo de sementes de uva extraido por

ultrassom.
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EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE OLEO DE SEMENTES DE UVA POR
ULTRASSOM

BOGER, B. R.}, SALVIATO, A. 2, VALEZI, F. D. 2, DI MAURO,E.?, GEORGETTI,
S.R.2, KUROZAWA, L.EY
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo de Oleo de sementes de uva
assistida por ultrassom (EAU) e investigar a qualidade do 6leo extraido. Foi utilizado
um delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar o efeito das
variaveis temperatura (15 a 35°C) e amplitude da onda ultrassénica (24 a 96 um)
sobre o rendimento do processo (%) e conteudo de radicais livres (radicais livres/g
0leo) do 6leo extraido e estocado por 1, 7 e 30 dias. A condicdo 6tima encontrada foi
15°C e 42 pum, obtendo 82,9% de rendimento e conteddo de radicais livres de
14,7x10"/g e 3,4x10"°/g no 6leo com 7 e 30 dias, respectivamente. O 6leo obtido na
condicao otimizada ndo apresentou diferenca na composicédo de acidos graxos e nos
indices de acidez e no indice de iodo apresentou diferencas apenas com 30 dias de
incubacdo em relacdo ao Oleo extraido sem aplicacdo do ultrassom; entretanto,
apresentou maior contetdo de radicais livres e indice de peroxido. O 6leo obtido por
EAU apresentou menor atividade antioxidante pelo método DPPH, porém maior
guantidade de compostos fendlicos e maior atividade antioxidante pelo método
FRAP. Estes resultados indicam que a EAU resultou em maior rendimento de
extracdo do Oleo, obtendo um 6leo considerado de boa qualidade.

Palavras-chave: Sementes de uva. Sonicagéo. Espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrdnica. Otimizacéo. Acidos Graxos. Capacidade Antioxidante.
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1 INTRODUCAO

As sementes de uva constituem aproximadamente 15% dos
subprodutos sélidos decorrentes da indGstria vinicola (LUQUE-RODRIGUEZ;
LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005). Devido a sua composi¢do quimica
(MATTHAUS, 2008), as sementes de uva (7 a 20 % de 6leo, 35% de fibra, 29% de
componentes extraiveis incluindo compostos fendlicos, 11 % de proteinas, 3% de
minerais e 7% de agua) podem ser utilizadas pelas industrias enoldgica,
farmacéutica, alimenticia e combustivel (SILVA, 2003). Embora seja uma excelente
fonte de 6leo para consumo humano, em geral é subutilizada na ragéo para bovinos
e como adubos (LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005).

O oleo de sementes de uva pode ser uma alternativa aos Oleos
vegetais comestiveis tradicionais, particularmente em dietas controladas, por
apresentar beneficios a saude, uma vez que é rico em acidos graxos insaturados,
principalmente o acido linoleico.Também, contém antioxidantes naturais, como 0s
polifendis e vitamina E, que protegem contra danos de radicais livres (BAIL et al.,
2008).

Os métodos de extracdo de Oleo convencionais consistem na
utilizacdo de solventes e apresentam algumas limitagGes, tais como o alto consumo
de solvente, longo tempo de extracdo, e alteracdo na qualidade dos extratos. Assim,
novas tecnologias vém sendo aplicadas a fim de minimizar essas desvantagens, e
dentre elas cita-se a extracdo assistida por ultrassom (EAU). Esta vem sendo
utilizada na extracdo de compostos de plantas e tem sido reconhecida como uma
potencial aplicacdo na industria extrativa de alimentos e fito-farmacéutica (VILKHU et
al., 2008).

Na EAU, aplica-se ondas de ultrassom de alta intensidade,
causando ruptura fisica das paredes e membranas celulares biolégicas, reduzindo o
tamanho das particulas. Estes efeitos permitem melhor penetracdo do solvente em
materiais celulares e melhoram as taxas de transporte de massa dentro do tecido,
facilitando a transferéncia dos componentes da célula para o solvente e levando a
melhoria da operacdo de extragdo. As vantagens na utlizagdo de ultrassom
consistem na simplicidade do equipamento, economia de custo, possibilidade de

utilizacéo de diferentes solventes na extragao, diminuicdo do tempo de extragao, boa
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reprodutibilidade, condicbes mais brandas de temperatura, presséo e concentracao
de reagentes (WANG; WELLER, 2006).

Entretanto, radicais hidroxila podem ser produzidos por ultrassons
em solucédo aquosa (KUBO et al., 2012), e alguns outros radicais livres como o anion
superoxido sao gerados em liquidos organicos (CASTELLANOS et al.,, 2001).
Algumas espécies de radicais livres podem reagir com substancias dissolvidas,
conduzindo assim a producdo de radicais secundarios (MAKINO; MOSSOBA,;
RIESZ, 1983). Por consequéncia, uma cadeia de reacdes quimicas pode ser
induzida pelos radicais livres gerados por ondas ultrassonicas, tais como a oxidacéo
lipidica, a qual consiste na deterioracdo de acidos graxos através de um processo
autocatalitico mediado por radicais livres (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005) e
inicia-se pelo ataque do oxigénio molecular as duplas ligacbes dos acidos graxos
insaturados (GORDON, 2001).

Normalmente, a concentracdo de radicais livres produzidos durante
0 processo de oxidacdo é muito pequena e os radicais sdo muito reativos com
tempos de vida muito curto para serem diretamente detectado em ensaios padréo.
Com a ressonancia paramagnética eletronica (EPR), € possivel a deteccdo de
radicais livres usando a técnica de aprisionamento de spin (spin trap). Esse método
consiste na adicdo de moléculas diamagnéticas adequadas nas amostras que séo
capazes de capturar os radicais (VALGIMIGLI; PEDULLI; PAOLINI, 2001). Os
agentes de aprisionamento de spin reagem com os radicais livres para formar
radicais mais estaveis (aductos de spin) (VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2004)
ou seja, radicais "de vida mais longa" que podem ser facilmente detectado por EPR
(VALGIMIGLI; PEDULLI; PAOLINI, 2001).

Considerando que as sementes de uva sao uma fonte relativamente
barata de compostos bioativos e a necessidade de melhorar o aproveitamento de
subprodutos gerados na industrializacdo de uva, o presente trabalho teve como
objetivo otimizar a extracdo de 6leo de sementes de uva assistida por ultrassom, de
maneira a obter maior rendimento de processo e menor conteudo de radicais livres

no 6leo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de uva juntamente com o bagaco das cultivares Isabel
e Bordé (safra 2014/2015) foram fornecidas pela Coaviti (Cooperativa Agroindustrial
dos Viticultores, Marialva, PR, Brasil), sendo oriundas de Rolandia, PR, Brasil. As
sementes foram separadas manualmente do bagaco, lavadas com agua corrente e
secas em estufa com renovacgao de ar (modelo TE-394/2, Tecnal, Piracicaba, Brasil)
a 60°C por 6 h. Apés a limpeza e secagem, as sementes foram armazenadas em
frascos herméticos cobertos por papel aluminio em freezer doméstico a -22°C.
Previamente as andlises, as sementes foram moidas em um moinho de sementes
(modelo Al1, lka, Staufen, Alemanha) durante 20 s e peneiradas a fim de padronizar
o tamanho das particulas para 0,841 mm (20 mesh). A composicao centesimal das
sementes de uva das variedades Isabel e Bordd, obtida segundo a metodologia da
AOAC (1997) foi: 11,15 + 0,38% (base umida) de umidade, 16,30 = 0,56% (base
seca, bs) de lipideos, 12,36 + 0,17% (bs) de proteinas, 2,31 + 0,04 % (bs) de cinzas
e 69,04 + 0,69% (bs) de carboidratos totais (calculado por diferenca). Todos os

reagentes utilizados eram de pureza analitica.

2.2 EXTRACAO DO OLEO DE SEMENTES DE UVA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Para a otimizacdo da EAU do 6leo de sementes de uva, foi utilizado
um delineamento composto central rotacional 2% com trés repeticdes no ponto central
(0), totalizando 11 experimentos (tabela 1), os quais foram aleatorizados. Foram
avaliados os efeitos das variaveis independentes temperatura (15 a 35°C) e
amplitude da onda ultrassonica (24 a 96 um) sobre as variaveis dependentes,
rendimento de extracédo do 6leo (R, %) e conteudo de radicais livres no 6leo extraido

e estocado por 1, 7 e 30 dias (RL1g, RL7q € RL30g, radicais livres/g 6leo).



76

Tabela 1- Planejamento experimental com as varidveis independentes reais e

codificadas e variaveis dependentes avaliadas.

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
E T (°C) A (um) R(%) RLig RLz(10™g) RLsog (10™/g)
1 18 (- 1) 34,8 (-1) 90,7 nd 9,4 4,6
2 32(+1) 34,8 (-1) 85,1 nd 29,0 5,6
3 18 (- 1) 85,2 (+ 1) 89,6 nd 6,8 3,8
4  32(+1) 85,2 (+ 1) 88,6 nd 15,7 3,8
5 15(-1,41) 60 (0) 96,9 nd 22,7 9,6
6 35(+1,41) 60 (0) 91,1 nd 11,4 4,9
7 25 (0) 24 (- 1,41) 86,2 nd 10,6 8,2
8 25 (0) 96 (+ 1,41) 94,0 nd 9,2 5,1
9 25 (0) 60 (0) 91,2 nd 39,7 11,3
10 25 (0) 60 (0) 94,4 nd 38,0 9,2
11 25 (0) 60 (0) 94,8 nd 45,4 9,5

E = experimento; T = temperatura; A = amplitude da onda ultrassbénica; nd = ndo detectado; R =
rendimento de extracdo do 6leo; RLyq4, RL7q € RL3og = Contelido de radicais livres no éleo extraido e
estocado por 1, 7 e 30 dias.

A EAU foi realizada em sonicador (modelo Q700, QSONICA,
Newtown, EUA) conforme metodologia descrita por Da Porto, Porretto e Decorti
(2013). 18,75 g de sementes de uva foram misturados com 150 mL de hexano
(proporcéao 8:1, v/im) em um béquer com controle de temperatura (£2°C) por banho
termostatizado (modelo TE-2005, Tecnal, Piracicaba, Brasil). Foi aplicada uma
sonda a 20 kHz durante 30 min. ApoOs extracdo, a mistura foi filtrada a vacuo com
filtro de papel e o solvente foi removido do 6leo extraido com um evaporador rotativo
(7 rpm) a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 50°C por 15 min (DA
PORTO; PORRETO; DECORTI, 2013). A massa do 6leo extraido foi pesada e o
rendimento do processo foi calculado como sendo a razdo entre as massas de 0Oleo
extraido por sonicacdo e o total presente determinado inicialmente na semente de

uva pelo método de Soxhlet de acordo com a AOAC, 1997.

2.3 CONTEUDO DE RADICAIS LIVRES

O conteudo de radicais livres foi determinado por ressonancia

paramagnética eletrénica (EPR) através do método indireto de captura utilizando a
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armadilha de spin (spin trap), a-fenil-N-terc-butylnitrone (PBN) (pureza> 97%, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA). 1 mg de PBN foi dissolvido em 1 g de 6leo de sementes
de uva em banho de ultrassom (modelo USC 1450 A, Unique, Indaiatuba, Brasil)
durante 15 min. A soluc¢éo foi armazenada no escuro a temperatura ambiente (25°C)
durante 1, 7 e 30 dias. Passado o tempo de incubacéo, aproximadamente 80 uL da
solucéo foram adicionados a tubos de quartzo de 3 mm e submetido as medidas de
EPR a temperatura ambiente em espectrbmetro (modelo JES-PE-
3X,JEOL,Téquio,Japao) operando em banda-X (9,3 GHz). Utilizou-se como padréo o

manganés (Mn%").
2.4 CARACTERIZACAO DO OLEO DE SEMENTES DE UVA EXTRAIDO NA CONDICAO OTIMIZADA

O 6leo obtido na condi¢cao otima do planejamento experimental foi
caracterizado em termos de acidos graxos, conteudo de compostos fendlicos,
atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP e oxidacdo lipidica. Essas
analises também foram realizadas em Oleo extraido sem aplicagdo do ultrassom,
somente com agitacdo magnética (OAM): 18,75 g de sementes de uva foram
misturados com 150 mL de hexano (proporc¢ao 8:1, v/m) em um béquer com controle
de temperatura (£2°C) por banho termostatizado (modelo TE-2005, Tecnal,
Piracicaba, Brasil). Utilizou-se 7 rpm na mesma temperatura otimizada do ultrassom
(15°C) durante 30 minutos. Apds extracao, a mistura foi filtrada a vacuo com filtro de
papel e o solvente foi removido do 6leo extraido com um evaporador rotativo (7 rpm)
a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 50°C por 15 min. A massa
do 6leo extraido foi pesada e o rendimento do processo foi calculado como sendo a
razao entre as massas de 0leo extraido com agitacao e o total presente determinado
inicialmente na semente de uva pelo método de Soxhlet de acordo com a AOAC,
1997.

2.4.1 Acidos Graxos
A hidrdlise e transesterificacdo dos &cidos graxos do 6leo foram

realizadas segundo o método 5509 da ISO (1978) com n-heptano e solucdo de

NaOH/Metanol 2M. Apos separacdo das fases, a fase superior contendo n-heptano
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e ésteres metilicos de &cidos graxos foi transferida para um vial ambar e
armazenada a -18°C até o momento da analise. Esteres metilicos de acidos graxos
foram analisados utilizando cromatégrafo gasoso (modelo 17A, Shimadzu, Quioto,
Japao) equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna capilar (100m x 0,25
mm) com 0,25 um de cianopropilpolisiloxano CP Sl 88. A rampa de temperatura de
coluna foi programada para: 65°C por 15 min; 10°C.min™* até 165°C e mantido por 2
min; 4°C.min™" até 185°C e mantido por 8 min; 4°C.min™* até 235°C e mantido por 5
min. O detector e injetor foram mantidos a 260°C, utilizando Split de 1/100. O fluxo
de gases foi de 1,2 mL.min™ para o gas de arraste (N2), 30 mL.min* para o gés
auxiliar (Hz), 30 e 300 mL.min™* para os gases da chama, H, e ar sintético,
respectivamente. A identificacdo dos acidos graxos foi baseada em padrbes de
esteres metilicos de acidos graxos (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). A analise foi

realizada em duplicata.

2.4.2 Compostos Fendlicos

Previamente a andlise, os compostos fendélicos foram extraidos com
solucdo metanol:agua (90:10 v/v), conforme Parry et al. (2005), com modificacdes
descritas por Bail et al. (2008). O procedimento foi efetuado trés vezes para cada
oleo. Todos os extratos metandlicos foram combinados, concentrados até a secura e
dissolvidos em solucdo de metanol:adgua (10:90 v/v). O conteudo de compostos
fendlicos foi analisado de acordo com o método do reagente Folin-Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Os extratos foram misturados com agua, reagente de
Folin-Ciocalteau e solucdo de carbonato de sédio 10%. Ap6s 60 min, a absorcao foi
medida a 765 nm em espectrofotbmetro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom,
Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva
padrao de acido gélico (Dinamica, Diadema, Brasil). Os ensaios foram realizados em

duplicata.
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2.4.3 Atividade Antioxidante

A determinacédo da atividade antioxidante por doacdo de atomos de
hidrogénio ao radical DPPH foi realizada conforme descrito por Tuberoso et al.
(2007) com algumas modificagBes. Foram misturados 20 pL de éleo de sementes de
uva com 3 mL de solugcéo de DPPH (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) dissolvido em
acetato de etila (0,07 mM). As leituras espectrofotométricas foram efetuadas apés 1
h de incubacdo, no escuro e a temperatura ambiente, a 517 nm em
espectrofotometro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino
Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva padréao de Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). Os
ensaios foram realizados em duplicata.

A atividade antioxidante por reducdo do ion ferro (FRAP), foi
realizada conforme descrito por Tuberoso et al. (2007) utilizando metanol como
solvente. O método espectrofotométrico FRAP foi realizado de acordo com Benzie e
Strain (1996) com algumas modificacdes. O reagente FRAP foi composto por 2,5 mL
de solucdo de TPTZ (2,4,6—Tris(2-piridil)-s-triazine) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA) 10 mmol/L em &cido cloridrico (HCI) 40 mmol/L, 2,5 mL de cloreto de ferro
hexahidratado (FeCls;.6H,0O) 20 mmol/L e 25 mL de tamp&o acetato 0,1 mol/L (pH
3,6). Em seguida, foi incubado a 37°C durante 30 min em banho maria (modelo MA
127, Marconi, Piracicaba, Brasil). Para a reacéo, 30 uL de extrato metandlico do 6leo
e 70 pL de agua destilada foram misturados com 900 pyL de reagente FRAP. A
reacdo ocorreu no escuro mantendo a temperatura em 37°C durante 30 min. As
leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm em espectrofotdmetro UV-visivel
(modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram
correlacionados com uma curva padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). Os ensaios foram

realizados em duplicata.

2.4.4 indice de Acidez, Peréxido e lodo

A determinacado de indice de acidez foi realizada através do método

descrito por Instituto Adolfo Lutz (2008). Os indices de peréxido e iodo foram
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determinados conforme método da AOCS (2004). Os ensaios foram realizados em
duplicata. As andlises foram determinadas em 6leo de sementes de uva estocados a
temperatura ambiente e na auséncia da luz durante 1, 7 e 30 dias.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para elaboracdo dos modelos matematicos, foi utilizado o software
Statistica 10 (Stasoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos
coeficientes dentro de um nivel de confianca de 90%. ApGs a analise estatistica dos
coeficientes, foi realizada andlise de variancia (ANOVA), avaliando o coeficiente de
determinacéo (R?) e realizando o teste F, para verificar se cada modelo apresentava
um ajuste adequado dos dados experimentais. Para verificar a diferenca entre o Oleo
extraido com ultrassom (OUS) e somente com agitacdo magnética (OAM), utilizou-

se a analise estatistica de variancia e o teste de Tukey a 5 % de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 EXTRACAO DE OLEO DE SEMENTES DE UVA

Utilizou-se um delineamento composto central rotacional para avaliar
o efeito da temperatura e amplitude da onda ultrassénica sobre o rendimento de
extracdo do 6leo (R) e conteudo de radicais livres no 6leo apés 1, 7 e 30 dias depois
da extracao (RL14, RL7g € RL3og) (tabela 1).

Ao avaliar os coeficientes (tabela 2), os parametros que afetaram
significativamente o rendimento (p<0,1) foram temperatura linear e amplitude linear e
guadratica. Ap0s a exclusdo dos parametros nao significativos, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) (tabela 2) utilizando o teste F. Para o rendimento do
processo, ndo foi possivel obter um modelo matematico preditivo, uma vez que o R?
foi de 0,69, explicando apenas 69% da variacdo dos dados observados. Analisando
a tabela 1, os resultados apresentaram variagdes pequenas entre eles, dificultando a

obtencdo de um modelo matematico que descreva com precisao tal variagao.
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Tabela 2 — Coeficientes das variaveis independentes sobre as funcfes-respostas

rendimento e contelido de radicais livres.

Fatores R RL 74 RL 304
Média 93,06 41,20 9,76
Temperatura (L) -1,86 n.s. n.s.

Temperatura (Q) n.s. -11,64 -1,87
Amplitude (L) 1,68 n.s. n.s.

Amplitude (Q) -2,51 - 15,23 -2,18
Temperatura x Amplitude n.s. n.s. n.s.

R2 0,69 0,80 0,62
F tabelado 3,18 2,92 3,07
F calculado 3,26 8,80 3,76

R= rendimento de extracdo do 6leo; RL;4 € RLsoq = radicais livres do 6leo estocado por 7 e 30 dias;
L= linear; Q= quadratico; n.s= nao significativo a p<0,1.

Apesar da temperatura favorecer a solubilidade e difusividade de
compostos em solventes (EIKANI; GOLMOHAMMAD; HOMAMI, 2012), no presente
estudo constatou-se que houve um efeito negativo deste parametro (tabela 2), ou
seja, o aumento da temperatura causa uma reducdo no rendimento. Este
comportamento pode ser atribuido ao fato de que a pressédo de vapor (P,) do
solvente é reduzida em baixas temperaturas. Nesta condicdo, menos bolhas
cavitacionais sdo formadas e entram em colapso com maior intensidade, devido a
uma maior diferenca de pressdo entre o interior e o exterior das bolhas (SUSLISK;
PRICE, 1999; ZHANG et al., 2008). Tal fato facilita a ruptura dos tecidos celulares,
aumentando o rendimento da extracdo do Oleo. Também, baixas temperaturas
aumentam a tensdo superficial, favorecendo a formacdo e o colapso das bolhas;
assim ha uma reducao na intensidade da cavitacdo e consequentemente na ruptura
celular em altas temperaturas (ZHANG et al., 2008).

Em relacdo ao efeito da amplitude da onda ultrassénica sobre o
rendimento, ocorreu um efeito negativo quadratico, indicando um possivel aumento
do rendimento com a amplitude até atingir um valor maximo, seguido por sua
diminuicdo. Porém, comparando os resultados dos experimentos 7 a 11 a 25°C
(tabela 1), observa-se que ao aumentar a amplitude de 60 para 96 pm, o rendimento
permaneceu praticamente constante. Assim, supfe-se que o rendimento alcancou
um valor maximo devido a maior intensidade de cavitacdo e permaneceu constante,

mesmo com o0 aumento da amplitude.
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De acordo com Hemwimol, Pavasant e Shotipruk (2006), quanto
maior for a amplitude da onda ultrassénica, mais violentamente sera o colapso das
bolhas, causando uma ruptura mais intensa dos tecidos celulares e,
consequentemente melhorando a eficiéncia da extracdo. Além disso, maiores
amplitudes acarretam em uma melhor cavitagéo e efeito mecénico do ultrassom, o
gue aumenta a area de contato entre as superficies dos soélidos e liquidos, com
maior penetracao do solvente no interior da matriz das sementes (SUSLICK; PRICE,
1999). Diversos autores reportaram que altas poténcias e intensidades, que séo
diretamente proporcionais a amplitude da onda ultrassénica, aumentam a eficiéncia
de extracdo de oleos de linhaca (ZHANG et al., 2008), sementes de uva (DA
PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013), e soja (LI; PORDESIMO; WEISS, 2004).

Os altos rendimentos da EAU do Oleo demonstraram que essa
técnica é promissora, uma vez que as condicbes experimentais utilizadas tais como
temperatura, relacdo de solvente/solido e tempo de extracdo sdo mais favoraveis
ambientalmente em relacdo a extracdo por soxhlet. Entretanto, apesar do elevado
rendimento de extracdo (96,9% a 15°C e 60 um), a degradacdo do Oleo extraido
deve ser minima. Uma vez que o 6leo de sementes de uva € rico em acidos graxos
insaturados, principalmente acido linoleico (BAIL et al., 2008), ele € vulneravel a
oxidacao (CHOE; MIN, 2006). Assim, o estudo da geracéao de radicais livres devido a
oxidacao do oleo foi considerado na otimizacéo da EAU.

Os radicais livres sdo moléculas organicas, inorganicas ou atomos
gue apresentam elétrons ndo pareados com existéncia independente (HALLIWELL,
1994). Quando presentes no 6leo, os radicais podem ocasionar oxidacao lipidica,
resultando em alteracbes dos parametros de qualidade como cor, producdo de
compostos volateis responsaveis pela formacdo de sabores e odores estranhos,
além de afetar o valor nutritivo, inativando vitaminas (A, D, E, K e C), modificar a
estrutura de acidos graxos essenciais, clorofila, carotenos, aminoacidos, proteinas e
enzimas (NOGALA-KALUCKA et al., 2005; O'BRIEN; FARR; WAN, 2000) e formar
compostos poliméricos potencialmente toxicos (MALCOLMSON, 2005).

Para avaliacdo do conteudo de radicais livres (RL), os d6leos de
sementes de uva foram incubados com spin trap a temperatura ambiente por 1, 7 e
30 dias. Com 1 dia de incubagédo, os Oleos analisados ndo apresentaram picos de

radicais livres, como pode ser visualizado na figura 1 para a EAU a 25°C e 60 um
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correspondendo ao ensaio que apresentou o maior conteudo de radicais livres,

indicando que o RL estava abaixo do limite de detecgéo.

Figura 1 — Espectros de Radicais Livres do 6leo extraido com ultrassom a 25°C e 60

um.
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Analisando a tabela 1, observa-se que o RL nos 6leos incubados
com spin trap aumentou com o tempo em todas as amostras e que as condi¢cdes da
EAU influenciaram a formacao de radicais livres durante o periodo de estocagem.
Uma vez que a etapa inicial de oxidacao lipidica necessita de uma elevada energia
de ativacdo pra ocorrer, o ultrassom pode ter favorecido o desencadeamento da
formacdo de radicais livres durante a estocagem do 6leo. Segundo Chemat et al.
(2004), o ultrassom pode provocar a oxidacao lipidica através de trés mecanismos,
gue podem agir isoladamente ou combinados. O primeiro € o térmico, devido as
altas temperaturas alcancadas durante a cavitacdo. O segundo é devido aos radicais
livres gerados por efeitos quimicos (sonoquimicos) do ultrassom em solucbes
aquosas, e o terceiro € devido as forcas mecanicas (forcas de cisalhamento) criadas
por micro transmissao e ondas de choque.

O deslocamento de particulas causado pela aplicacdo de ultrassons
em meio liquido induz a formacado e colapso de bolhas de cavitacdo que provocam
condicbes extremas de pressdo e temperatura (SUSLICK et al., 2011). Tais
condi¢cBes podem induzir a dissociagdo da agua em radicais hidroxila e atomos de
hidrogénio (RIESZ; BERDAHL; CHRISTMAN, 1985), desencadeando a formacéao de
produtos de degradacdo, além de reacbes de radicais em cadeia afetando a
gualidade final do produto (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2005). A formacdo de
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radicais livres devido ao ultrassom em meios aquosos e ndo aquosos ja foi
evidenciada por EPR (RIESZ; BERDAHL; CHRISTMAN, 1985). Esta técnica, por
detectar os estagios iniciais de oxidacao lipidica e geracdo de radicais livres, tem
sido amplamente utilizada para avaliar diversos produtos, tais como 6leos vegetais
(VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2004), oliva extra virgem (PAPADIMITRIOU
et al., 2006) e girassol (PINGRET et al., 2012).

Ao avaliar os coeficientes do modelo para predicdo do RLyg,
observou-se que os parametros temperatura (linear), amplitude (linear), e interacao
temperatura x amplitude n&do foram significativos. Ap6s a exclusdo destes
parametros, foi realizada a ANOVA (tabela 2) utilizando o teste F. Através desta, o
modelo matematico obtido foi considerado preditivo, uma vez que o F calculado
(8,80) foi maior que o F tabelado (2,92) e o R? foi 0,80, indicando que o modelo
explicou 80% da variacdo dos dados observados.

A partir deste modelo, foi gerada a superficie de resposta (figura 2).
Observa-se que, ao aumentar a temperatura de 25 a 35°C, ocorreu uma diminuicéo
no RL-,4. De acordo com Duikkanci e Gundiz (2006), tal fato pode estar relacionado
com a reducdo na intensidade de cavitacdo. Altas temperaturas de processo
diminuem a tensao superficial e viscosidade da solucado, afetando negativamente a
formacdo e o colapso das bolhas, bem como a intensidade de cavitacdo (GENG;
THAGARD, 2013). Baixas intensidades resultam em menores efeitos sonoquimicos,
que sdo aqueles que causam a quebra de ligagdes quimicas (DUKKANCI; GUNDUZ,
2006). Assim ha uma diminuicdo na quantidade de radicais livres formados pela
oxidacdo dos lipideos. A temperatura inferior a 25°C, o RL7zq também foi menor,
indicando que seriam temperaturas muito baixas para desencadear reacdes
oxidativas. Com relacdo ao efeito da amplitude da onda ultrassénica, o0 RLzq4 atingiu
um valor maximo em 60 ym, mas diminuiu com o aumento da amplitude para 96um.
Assim, pressupfe-se que ocorre maior intensidade da cavitacdo a 60 um, devido ao

maior RLg.
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Figura 2 — Efeito da temperatura e amplitude do ultrassom sobre o contetdo de

Radicais Livres do 6leo extraido e estocado por 7 dias.
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O RLsoq apresentou comportamente similar ao encontrado no 6leo

incubado por 7 dias, entretanto néo foi possivel obter um modelo preditivo uma vez
que foi encontrado um R? de 0,62 (tabela 2).

3.2 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DO OLEO DE SEMENTES DE UVA

Foi utilizada a funcdo desejabilidade para otimizar o processo de

modo a obter o maximo de R e o minimo de RLyq (figura 3). Assim, a condi¢céo otima
encontrada foi 15°C e amplitude de 42 pum.
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Figura 3 - Parametro de desejabilidade estimado na condicdo em que o rendimento

de extracdo e o conteudo de radicais livres no éleo sédo otimizados simultaneamente.
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Para validacdo do modelo preditivo, dois experimentos foram

realizados na condi¢ao otimizada, um com o uso do ultrassom (15°C e 42 ym) e um

controle realizado com agitacdo magnética a 15°C (tabela 3).

Tabela 3 - Rendimento de extracdo e conteudo de radicais livres em experimentos

realizados na condicao otimizada.

Amostras R (%) RL1q RL7q (10*g) RL3oq (10%°/g)
ous 82,8+21a nd 14,7+22aB 34+16bA
OAM 742 +27hb nd 84+01bB 4,1+0,8 a A*

*Médias seguidas do desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A letra minUscula
refere-se a diferenca estatistica entre as amostras, e a letra mailscula refere-se a diferenca
estatistica dentro da prépria amostra em funcéo do tempo de estocagem do 6leo. OUS= 6leo extraido
com ultrassom; OAM= ¢leo extraido com agitagdo magnética; R= rendimento de extracdo do 0leo;
RL14, RL7g € RL3pq = Contetido de radicais livres por grama de 6leo estocado por 1, 7 e 30 dias; nd=

nao detectado.

Uma vez que 0 erro

relativo entre o valor experimental do
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rendimento (tabela 3) e o predito pela desejabilidade (figura 3) foi relativamente alto
(14%), o modelo matematico ndo pode ser considerado preditivo, o que era
esperado devido ao baixo valor do R? encontrado. Como o OAM apresentou menor
valor de rendimento (p<0,05) em relagdo ao OUS, o ultrassom foi mais eficiente na
extracdo do 6leo de sementes de uva, representando um incremento de 12% em
relagéo ao processo controle.

Em relacdo ao RLiq4, 0s 6leos analisados ndo apresentaram picos de
radicais livres. Apds 7 dias de incubacdo, o OUS apresentou maior RL7q do que
OAM, provavelmente devido aos efeitos gerados pelo ultrassom ja explicados
anteriormente. De acordo com o modelo matematico (tabela 2), os valores preditivo
e experimental do RL;y foram 10,5x10 e 14,7x10" radicais livres/g 6leo,
respectivamente. Apesar do erro relativo entre esses corresponder a 29%, o valor
observado encontra-se dentro do intervalo de confianga do modelo que varia de 2,1
a 18,9x10" radicais livres/g 6leo. O erro relativo ndo é considerado elevado, devido
a variabilidade entre os experimentos conduzidos no ponto central (tabela 1) que
variam de 38,0 a 45,4x10" radicais livres/g 6leo. Assim, pode-se considerar que o
modelo foi preditivo.

Apés 30 dias de incubacdo, o RL3yy aumentou, sendo que as
amostras diferiram (p<0,05), porém de forma inversa ao ocorrido no RLzq4, indicando
gue com o tempo, OAM se tornou mais suscetivel a oxidacdo. Dessa forma,
presupfe-se que o ultrassom favoreceu provavelmente a etapa inicial de oxidacao
lipidica, resultando em um 6leo com maior RL7q; entretanto apdés um periodo maior

de incubacao, ndo foi um fator que afetou 0 RL3z.

3.4 CARACTERIZAGAO DO OLEO DE SEMENTES DE UVA EXTRAIDO NA CONDICAO OTIMIZADA

DE SONICACAO

3.4.1 Acidos Graxos

Analisando a tabela 4, foi verificado que o método de extracdo néo
afetou significativamente a composi¢cdo de acidos graxos nos 0leos, que estd em

conformidade com os valores recomendados pela FAO/WHO.



Tabela 4 — Conteudo de acidos graxos dos 6leos de sementes de uva.

Acido OUS (% &cido graxo) OAM (% acido graxo) FAO/WHO (2003)
Graxo (% a&cido graxo)
C 6.0 nd nd nd

Cc 8.0 nd nd nd

C 10:.0 nd nd nd

c 120 nd nd nd

C 14:.0 0,09+0,01a 0,09 +£0,02 a nd-0,3
C 16:0 8,75+0,11 a 8,61+0,30 a 55-11,0
C 16:1n-7 nd nd nd-1,2
c17:.0 nd nd nd-0,2
C17:1n-9 nd nd nd-0,1
C 18:0 3,20£0,05a 3,13+0,06 a 3,0-6,5
C 18:1 n-9 20,78 +0,15a 20,75+0,14 a 12,0 - 28,0
C 18:2 n-6 65,88 £+ 0,16 a 66,15+0,14 a 58,0 - 78,0
C 18:3n-3 0,68 £0,08 a 0,63+0,01a nd-1,0
C 20:0 0,06 £0,01 a 0,06 £0,01 a nd-1,0
C 201 nd nd nd-0,3
C 20:2 nd nd nd

C 22:.0 nd nd nd-0,5
C 22:1n-9 nd nd nd-0,3
C 222 nd nd nd

C 24:.0 nd nd nd-0,4
C 241 nd nd nd
AGS 12,13+ 0,06 a 11,99+0,25a

AGMI 20,85+0,15a 20,82 +£0,13 a

AGPI 66,59 +£ 0,08 a 66,79 £ 0,14 a*

*Médias seguidas do desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. OUS= 64leo extraido
com ultrassom; OAM= dleo extraido com agitacdo magnética; nd- ndo detectavel, definida como
<0,05%; AGS= acidos graxos saturados; AGMI= acidos graxos monoinsaturados; AGPI= &cidos
graxos poli-insaturados.

Os oOleos apresentaram um alto contetudo de &cido linoleico (65,8 e
66,15%) e oleico (20,78 e 20,75%). Perfil semelhante foi reportado por Freitas et al.
(2013) em Oleo de sementes de uva de mistura das variedades Herbemont e Isabel.
Rockenbach et a. (2010) ao avaliar 6leo de sementes de uva das variedades Isabel
e Bordd encontraram menores teores de acido oleico e linoleico e maior teor de
acido linolénico.

Ao considerar a classificacdo geral dos acidos graxos (tabela 4),
verificou-se que os 6leos de sementes de uva apresentaram maior concentracao de
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) do que os monoinsaturados (AGMI), seguido
pelos saturados (AGS), indicando que a inclusdo de 6leo de sementes de uva na

dieta humana pode trazer beneficios para a saude. Alguns AGPI, tais como o



89

linoleico e linolénico, sdo essenciais para 0 corpo humano, jA que ndo podem ser
sintetizados (BAYDAR; OZKAN; CETIN, 2007). O elevado teor de &cido linoleico nos
Oleos de sementes de uva é interessante por ser o principal cido graxo alimentar
que regula a lipoproteina de baixa densidade (LDL) (WIJENDRAN; HAYES, 2004). O
conteldo e a composicdo do 6leo de semente de uva podem ser diferentes,
dependendo de fatores ambientais e de crescimento, tais como a variedade da uva,
localizacdo de crescimento, maturidade e composicdo do solo (LUQUE-
RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ-JUAN, 2005).

3.4.2 indice de lodo, Acidez e Peroxido

Foi avaliada a estabilidade oxidativa dos 0leos de sementes de uva
a temperatura ambiente e na auséncia de luz durante 30 dias através das analises
de indices de iodo, acidez e peroxido (tabela 5).

O indice de iodo é utilizado para mensurar o grau de insaturacéo de
Oleos e gorduras pela absor¢cdo de halogénios nas cadeias dos acidos graxos
(SHAHIDI; WANASUNDARA, 2002b). Valores elevados de indice de iodo podem
indicar maior probabilidade a ocorréncia de processos oxidativos na molécula do
acido graxo insaturado. De acordo com a legislacdo da FAO/WHO (2003), o indice
de iodo em Gleo de sementes de uva deve variar de 128 a 150 (Wijs). Dessa forma,
somente OUS e OAM apoés 7 e 30 dias de incubacao, respectivamente, estdo em
conformidade com a FAO/WHO (2003). Para ambos os 0leos, ndo houve diferenca
estatistica no indice de iodo com o tempo.

Entre as amostras, ndo houve diferenca (p>0,05) com 1 e 7 dias de
incubacédo, o que esta condizente com o perfil dos acidos graxos encontrados, uma
vez que ndo ocorreu diferenca (p>0,05) entre os 6leos analisados (tabela 4).
Somente houve diferenca (p<0,05) entre as amostras estocadas por 30 dias, sendo
gue o OAM apresentou maior valor. Tais resultados sugerem que o mesmo pode ser
mais susceptivel a oxidagcdo com o tempo, e estdo condizentes com o teor de

radicais livres encontrado no 6leo apdés 30 dias de incubacéo (tabela 3).
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Tabela 5 — indice de iodo, acidez e peréxido dos 6leos de sementes de uva.

OouUsS OAM
Tempo de estocagem indice de lodo (Wijs)
1 dia 126,4+1,13aA 125,18+ 1,8a A
7 dias 131,9+3,37aA 125,35+0,98a A
30 dias 1249+ 0,14b A 129,50+ 0,36 a A
indice de Acidez (mg de KOH/qg)
1 dia 35+055aA 3,6£0,57aA
7 dias 4,0+0,00aA 3,9+£0,00aA
30 dias 2,7+£056aA 28x057aA
indice de Peréxido (meq/kg)
1 dia nd nd
7 dias 10,5+1,25aB 8,8+0,69aB
30 dias 204+£0,14aA 18,9 + 0,00 b A*

*Médias seguidas do desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A letra minlUscula
refere-se a diferenca estatistica entre as amostras, e a letra mailscula refere-se a diferenca
estatistica dentro da prépria amostra em funcéo do tempo de estocagem do 6leo. OUS= 6éleo extraido
com ultrassom; OAM= 6éleo extraido com agitacdo magnética; nd= ndo detectado.

Uma vez que o indice de acidez determina o estado de conservacgao
de dleos e gorduras, foi feita a determinacédo nas amostras obtidas com e sem EAU.
De acordo com Moretto e Fett (1998), durante a rancidez oxidativa ocorre a
decomposicdo dos lipideos acelerada por aquecimento e luz, com a formacao de
acidos graxos livres. Entretanto, tal caracteristica pode variar conforme as condi¢des
de extracdo e de armazenamento do 6leo.

As amostras analisadas ndo apresentaram diferenca na acidez, nem
em funcdo do tempo (tabela 5), estando conforme a legislacdo da FAO/WHO (2003)
gue determina que a acidez deve ser no maximo 4,0 mg KOH/g 6leo. Dessa forma,
pode-se considerar que durante 30 dias de estocagem, ndo ocorreram processos de
lipolise ou oxidacao significativos que pudessem vir a aumentar o nimero de acidos
graxos livres e consequentemente o indice de acidez. Os resultados encontrados no
presente estudo foram inferiores aos reportados por Malicanin et al. (2014). Os
autores encontraram valores de indice de acidez de 6,1 a 7,1 mg KOH/g 6leo para
Oleos extraidos em banho ultrassénico e por soxhlet. Assim, pode-se afirmar que o
uso da sonicacdo na condicdo otimizada no presente estudo resultou em amostra
menos degradada e em conformidade com a legislacdo da FAO/WHO (2003) para
até 30 dias de estocagem a temperatura ambiente.

O indice de peroxido € um método classico e sensivel na

determinacdo de hidroperéxidos, que sdo os produtos priméarios da oxidagdo. Estes
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podem se quebrar em outros produtos indesejaveis nao volateis e volateis
secundarios (AOCS, 2004). Entretanto, uma baixa concentracdo de hidroperdoxidos
nao representa necessariamente uma boa estabilidade oxidativa, uma vez, que pode
indicar alteracBes significativas devido a formacdo de produtos intermediarios da
oxidacao a partir dos peroxidos (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2002a).

A deteccao dos hidroperoxidos nos oleos foi verificada a partir de 7
dias de estocagem (tabela 5), o que esta condizente com a andlise de EPR (tabela
3), onde néo foi detectada a presenca de radicais livres com 1 dia de incubacgéo. As
amostras apresentaram diferenca significativa entre si apenas apdés 30 dias de
estocagem, sendo que o OUS apresentou um maior indice de peréxidos, devido aos
efeitos gerados pelo ultrassom ja explicados anteriormente. Foi possivel observar
diferenca significativa dentro da propria amostra em funcéo do tempo, onde o indice
de peréxidos aumentou de 7 para 30 dias de estocagem, indicando que a formacéo
de perdxidos aumenta com o tempo na temperatura ambiente.

De acordo com a legislacdo da FAO/WHO (2003), o indice de
peroxido em 6leo de sementes de uva maximo deve ser 15 meg/kg; dessa forma os
O0leos armazenados durante 7 dias apresentaram-se conforme a legislacéo.
Entretanto, apés 30 dias de armazenamento, as amostras apresentaram indice de
peroxido acima do definido pela legislacdo, o que determina que estes Oleos
deveriam ser armazenados a temperatura de refrigeracdo para evitar a perda da sua

gualidade.

3.4.3 Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante

O OUS apresentou maior teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante pelo método FRAP do que a amostra controle apresentando diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). Entretanto, o comportamento foi inverso para

a atividade antioxidante por DPPH (tabela 6).
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Tabela 6 — Compostos fendlicos e atividade antioxidante.

AMostras Compostos fenc’)licos DPPH FRAP

(mg acido gélico/g 6lec) (mM Trolox/g 6lec) (mM Trolox/g 6leo)
ous 68,82 +0,20 a 44,06 £1,73 b 16,93+ 0,28 a
OAM 61,50+ 0,89b 68,48 +2,29a 14,65 + 0,14 b*

*Médias seguidas do seu desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. OUS= dleo
extraido com ultrassom; OAM= 6leo extraido com agitacdo magnética.

Em relagdo aos compostos fendlicos, € possivel observar que o uso
do ultrassom facilitou a sua extracdo, e isso se deve as ondas ultrassbnicas que
causam a ruptura fisica das membranas celulares biolédgicas, reduzindo o tamanho
das particulas, e melhorando a penetracdo do solvente levando a melhoria da
operacao de extracdo (WANG; WELLER, 2006). Tal comportamento foi verificado
por Malicalin et al. (2014) e Ghafoor et al. (2009) ao reportar um aumento na
eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos de sementes de uva com o tempo de
aplicacao do ultrassom.

Dependendo da variedade, as sementes de uva podem conter de 5
a 8% de compostos fenodlicos, sendo os principais, acido galico, flavan-3-ol
catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina, epicatequina 3-O-galato,
e proacianidinas dimeros, trimeros, e mais altamente polimerizada procianidinas
(SHI et al., 2003). Estes agem como antioxidantes, sequestrando radicais e algumas
vezes quelando metais, atuando nas etapas de iniciacdo e propagacdo do processo
oxidativo (BRAVO, 1998). Dessa forma, seu conteudo € relacionado a atividade
antioxidante, e neste estudo observou-se uma correlacdo entre 0s compostos
fendlicos e a atividade antioxidante pelo método FRAP, uma vez que quanto maior a
concentracdo de compostos fendlicos encontrada, maior é a atividade redutora de
ferro.

Entretanto, uma menor capacidade de sequestrar o radical DPPH foi
observada para o OUS. Esse resultado pode indicar que os compostos extraidos no
OUS possuem menor capacidade de doar atomo de hidrogénio, ou ainda, que
durante a EAU alguns compostos foram degradados justificando a maior capacidade
de sequestrar o radical DPPH no OAM. Em outros estudos, foi comprovada a
degradacdo de compostos como acido ascorbico (RAWSON et al., 2011; TIWARI et
al., 2008), diminuicdo da capacidade antioxidante de cianidina-3-glicosido
(ASHOKKUMAR et al., 2008) e degradacao de antocianinas (TIWARI et al., 2008).
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Os autores sugeriram que essa diminuicdo/degradacéo dos compostos avaliados
pode ser oriunda de reacfes de pirdlise e oxidacdo gerada por radicais OH formados
na cavitacdo, e hidroxilacdo da molécula durante sonicacdo, o que pode estar
condizente com este estudo, uma vez, que o OUS apresentou o maior contetdo de
radicais livres apdés 7 dias de incubacdo e peroxidos. Contudo, ainda sé&o

necessarios mais estudos para elucidar o mecanismo dos resultados obtidos.

4 CONCLUSAO

No presente estudo, a condicdo otimizada na extracdo do 6leo de
sementes de uva extraido com ultrassom foi 15°C e amplitude da onda ultrassénica
de 42 um, obtendo 82,9% de rendimento de extracdo do 6leo e um conteudo de
radicais livres de 14,7x10'/g e 3,4x10"/g no 6leo estocado durante 7 e 30 dias. O
processo de ultrassom nédo alterou a composicdo dos acidos graxos e indice de
acidez, e o indice de iodo apresentou diferencas apenas com 30 dias de incubacao.
O Oleo de sementes de uva extraido por ultrassom apresentou maior quantidade de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelo método FRAP, porém maior
conteudo de radicais livres e indice de perdxido e menor atividade antioxidante pelo
método DPPH, em comparacdo com o Oleo extraido sem ultrassom. Contudo, a
gualidade do Oleo obtido por EAU néo foi alterada drasticamente. Estes resultados
indicam que a EAU é vantajosa por aumentar o rendimento de extracdo do 6leo em
menor tempo de processo, utilizando menor quantidade de solventes, menor

temperatura e mantendo a qualidade do 6leo extraido.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi microencapsular 6leo de sementes de uva por spray
drying, utilizando como material encapsulante goma arabica (GA) e mistura de goma
arabica e maltodextrina (GA/MD, 50:50) e avaliar a qualidade dos pés. O material de
parede utilizado n&o influenciou o diametro médio, span, densidade aparente, 6leo
total, e retencéo de Oleo nas microesferas. O perfil dos acidos graxos no 6leo antes
e apos a microencapsulacdo nao apresentou diferenca, independente do material de
parede utilizado. Embora a microesfera produzida com GA/MD tenha apresentado
maior teor de Oleo superficial, este resultado ndo afetou a eficiéncia de
encapsulacéo, e apresentou ainda a maior atividade antioxidante pelo método FRAP
e menor indice de peréxidos do que a microesfera com GA. Por outro lado, o
conteudo de compostos fenodlicos e atividade antioxidante pelo método DPPH
diminuiram ao ser comparado com o 6leo puro, e a microesfera com GA apresentou
0 maior conteudo de compostos fendlicos do que a microesfera com GA/MD. O
indice de peroxido nos 6leos encapsulados teve um aumento ao ser comparado com
o0 6leo puro, indicando que a alta temperatura utilizada no processo de secagem por
atomizacéao pode ter favorecido o processo oxidativo do Oleo.

Palavras-chave: Secagem por atomizacdo. Acidos Graxos. Atividade antioxidante.
Compostos fendlicos. Eficiéncia de encapsulagéo. Indice de peroxido.
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1INTRODUCAO

Os consumidores vém cada vez mais substituindo a gordura animal
por Oleos vegetais em sua dieta, devido a seus beneficios a saude. Deste modo, o
interesse em 6leo de sementes de uva tem aumentado por ser rico em 4cidos graxos
insaturados, principalmente o &cido linoleico (58-78%), acido oléico (12- 28%) e
linolénico (até 1,0 %) (FAO/WHO, 2003), além de apresentar antioxidantes naturais,
como os polifendis e vitamina E, que protegem contra danos causados por radicais
livres (BAIL et al., 2008).

Alguns acidos graxos poli-insaturados, tais como o linoleico e
linolénico, sdo essenciais para o corpo humano, ja que ndo podem ser sintetizados
(BAYDAR; OZKAN; CETIN, 2007). Assim, a inclusdo do 0leo de sementes de uva na
alimentacdo é uma Otima alternativa por trazer beneficios para a saude,
principalmente na prevencao de doencas cardiovasculares e cancer, uma vez que
possui alto teor de acidos graxos monoinsaturados e acidos graxos poli-insaturados
(NYAM et al., 2009).

Entretanto, devido a presenca de acidos graxos poli-insaturados, o
O0leo de sementes de uva € quimicamente instavel e susceptivel a deterioracéo
oxidativa quando exposto a luz, oxigénio e temperaturas mais elevadas, e sua
degradacéo resultaria em perda de valor nutricional, seguranca, e qualidade do déleo,
portanto, afetando a estabilidade e propriedades sensoriais do produto (VELASCO;
DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2003).

Uma alternativa para eliminar ou retardar a oxidacdo de lipideos e
aumentar a gama de aplicacbes de Oleos e gorduras é o0 processo de
microencapsulacao. Esta técnica consiste em envolver materiais solidos, liquidos ou
gasosos em um material de parede, formando microcapsulas que podem liberar seu
contetdo sob condi¢des especificas. O principio da microencapsulacdo consiste na
criacdo de uma barreira entre o componente na particula e o ambiente, podendo
proteger contra oxigénio, agua, luz ou permitir a difusdo controlada (ROSENBERG;
KOPPELMAN; TALMON, 1990).

Entre os métodos de microencapsulacdo, o spray drying ou secagem
por pulverizacdo € o mais comumente usado na indastria de alimentos, uma vez que

€ um processo econdmico, flexivel, apresenta grande disponibilidade de
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equipamentos, resulta em boa retencdo dos compostos volateis e estabilidade do
produto final e produz particulas de boa qualidade (DESAI; PARK, 2005). Além
disso, a secagem por pulverizagéo transforma liquidos em soélidos, o que permite
facil manuseamento, armazenamento e transporte e mistura uniforme e dispersao
em formulagbes de alimentos quando pequenas quantidades precisam ser
incorporadas (SHAHIDI; HAN 1993, TAN; CHAN; HENG, 2005).

Os encapsulantes mais utilizados na microencapsulagdo sdo gomas,
carboidratos, lipideos, proteinas, poliésteres naturais, polimeros sintéticos e algumas
fontes alternativas como quitosana (SUAVE et al., 2006). A goma arabica possui
excelentes propriedades emulsificantes (DICKINSON, 2003) e é o carreador
tradicional usado na microencapsulacdo por spray drying de oOleos e flavors
(CARNEIRO, 2011); entretanto, tem alto custo e problemas de disponibilidade.
Dessa forma, a busca por substitutos totais ou parciais de goma arabica tem sido
estudada (McNAMEE; O'RIORDAN; O’'SULLIVAN, 1998). A maltodextrina apresenta
boa relacdo custo/efetividade, capacidade de formar solu¢cdes concentradas com
baixa viscosidade, boa solubilidade, € insipida e inodora. Porém, ndo possui
propriedade emulsificante e, por isso, deve ser utilizada junto com outros materiais
gue possuam esta propriedade (MADENE et al., 2006) como a goma arabica
(BHANDARI et al., 1992).

A microencapsulacéo de varios tipos de 6leos tem sido reportada; no
entanto, nenhum estudo de encapsulamento de 6leo de sementes de uva tem sido
relatado. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi microencapsular 6leo de
sementes de uva por spray drying, utilizando como material encapsulante goma
arabica e mistura de goma arébica e maltodextrina (50:50) e avaliar a qualidade dos

pos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de uva juntamente com o bagacgo das cultivares Isabel

e Bordod (safra 2014/2015) foram fornecidas pela Coaviti (Cooperativa Agroindustrial

dos Viticultores, Marialva-PR, Brasil), sendo oriundas de Rolandia - PR, Brasil. As
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sementes foram separadas manualmente do bagaco e lavadas com agua corrente e
secas em estufa com renovacédo de ar (modelo TE- 394/2, Tecnal, Piracicaba, Brasil)
a 60°C por 6 h. Apés a limpeza e secagem, as sementes foram armazenadas em
frascos herméticos cobertos por papel aluminio em freezer a -22°C. Previamente as
andlises, as sementes foram moidas em um moinho de sementes (modelo All, Ika,
Staufen, Alemanha) durante 20 segundos e peneiradas a fim de padronizar o
tamanho das particulas para 0,841 mm (20 mesh). A composicdo centesimal das
sementes de uva das variedades Isabel e Bord0, obtida segundo a metodologia da
AOAC (1997) foi: 11,15 + 0,38% (base Umida) de umidade, 16,30 + 0,56% (base
seca, bs) de lipideos, 12,36 + 0,17% (bs) de proteinas, 2,31 + 0,04 % (bs) de cinzas
e 69,04 £ 0,69% (bs) de carboidratos totais (calculado por diferenca). A goma
arabica (GA) (Instantgum BB) foi fornecida pela empresa Nexira Brasil (Sdo Paulo,
Brasil), e a maltodextrina (MD) (Mor-Rex 1910) pela empresa Ingredion Brasil (Rio

de Janeiro, Brasil). Todos os reagentes utilizados eram de pureza analitica.

2.2 EXTRACAO DO OLEO DE SEMENTES DE UVA

A extracdo assistida por ultrassom do O6leo foi realizada em
sonicador (modelo Q700, QSONICA, Newtown, EUA) conforme metodologia descrita
por Da Porto, Porretto e Decorti (2013). 18,75 g de sementes de uva foram
misturados com 150 mL de hexano (proporcao liquido:sélido 8:1,v/m) em um béquer
encamisado, no qual o controle da temperatura (x2°C) foi feito por um banho
termostatizado com bomba de circulacdo externa (modelo TE-2005, Tecnal,
Piracicaba, Brasil). A sonda trabalhou em frequéncia constante de 20 kHz, tempo de
30 minutos, 15°C, e amplitude de 42 um (condi¢cBes previamente otimizadas). Apos
extracdo, a mistura foi filtrada a vacuo com filtro de papel e o solvente foi removido
do d6leo extraido com um evaporador rotativo (7 rpm) a vacuo (modelo MA 120,
Marconi, Piracicaba, Brasil) a 50°C por 15 minutos (DA PORTO; PORRETO;
DECORTI, 2013).
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2.3 FORMACAO E AVALIAGCAO DAS EMULSOES

A concentracdo de sélidos totais (material de parede + 6leo) nas
emulsdes foi 30% (BARANAUSKIENE et al., 2007; PARAMITA et al., 2010) e o teor
de oleo/sdlidos foi 10% (ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI, 2003). Os materiais de
parede utilizados foram (a) goma arabica (GA) e (b) goma arabica + maltodextrina
(GA/MD, 50:50). O material de parede foi adicionado em &gua destilada a 40°C e a
mistura foi mantida sob agitacdo, até sua completa dissolucdo, e resfriada até
temperatura ambiente. Em seguida o 6leo foi adicionado na solucdo e as emulsdes
foram preparadas utilizando um homogeneizador tipo Turrax (modelo MA 102,
Marconi, Piracicaba, Brasil) operando a 16.000 rpm, durante 5 minutos. ApGs o
preparo das emulsbes, estas foram avaliadas quanto a estabilidade e diametro

médio das gotas.

2.3.1 Avaliacdo da Estabilidade

Aliqguotas de 10 mL de cada emulsdo foram transferidas para
provetas graduadas de 25 mL, as quais foram cobertas com filme de PVC e
deixadas sobre a bancada a temperatura ambiente por 24 horas. A avaliacdo da
estabilidade foi realizada observando-se a ocorréncia ou ndo da separacao de fase
das emulsdes, 4 horas e 24 horas apés o processo de emulsificacdo (FRASCARELI
et al., 2012).

2.3.2 Diametro Médio das Gotas

A microestrutura das emulsdes foi avaliada através de microscopia
Otica. Apds a formacdo das emulsdes, aliquotas das amostras foram colocadas em
laminas, cobertas com laminulas e observadas em um microscopio 6tico (Leica
DMLS, Wetzlar, Alemanha). A captacdo de imagens foi realizada por camera digital
Motican 2500 UBS 2.0 utilizando uma objetiva de 40x. ApOs sequestro das imagens,
o didmetro de 500 gotas de cada amostra foi medido utilizando-se o software Motic

Images Plus 2.0. Considerando as gotas da emulsdo perfeitamente esféricas, o
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didmetro médio superficial das gotas (didmetro médio de Sauter - D3,) foi calculado
pela equacéo 1.

E?::zl' s

: (1)

= T
Li-amid

DEE

Onde z; € o numero de gotas com diametro d;

2.4 MICROENCAPSULAGCAO POR SPRAY DRYING E AVALIACAO DAS MICROESFERAS

ApoOs o preparo das emulsdes com diferentes materiais de parede e
proporgdes, foi realizada a secagem e microencapsulagéo do oleo de sementes de
uva por spray dryer laboratorial (modelo SD-05, LabPlant, Chelmsford, Inglaterra).

As condicbes do processo foram diametro do bico de 0,7 mm;
temperatura do ar de entrada de 180°C (+3 °C); temperatura do ar de saida de
105°C (8 °C); vazao de alimentacdo de 350 mL/h; fluxo de ar de 73 m3/h (x3 mé/h) e
pressao do ar comprimido de 1,8 bar.

As microesferas obtidas foram avaliadas quanto ao teor de dleo
superficial, 6leo total, eficiéncia de encapsulacdo, retencdo de Oleo, compostos
fendlicos, atividade antioxidante, indice de peroxido, acidos graxos, umidade,

atividade de agua, densidade aparente, tamanho de particulas, span e morfologia.

2.4.1 Extracdo do Oleo das Microesferas

Previamente as analises de teor de Odleo total, conteudo de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e acidos graxos, foi realizada a extracao
do 6leo das microesferas. Para isso, amostras de p6 (0,5 ou 2,5 g) foram dissolvidas
em 4 mL de 4gua destilada a 50°C, e agitadas por 10 min a 500 rpm em agitador
magnético. Em seguida, foram adicionados 20 ou 50 mL, de hexano:isopropanol
(3:1) e agitados por 10 min a 500 rpm em agitador magnético. As amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos (Eppendorf 5804 R, Hamburgo,

Alemanha), coletou-se a fase de sobrenadante e evaporou-se 0s solventes a 30°C
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em evaporador rotativo (7 rpm) a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba,
Brasil) até peso constante.

2.4.2 Teor de Oleo, Eficiéncia de Encapsulacdo e Retencdo de Oleo

AplGs a extracdo do 6leo das microesferas conforme item 2.4.1, o
conteudo de 6leo total nas microesferas (TO, %) foi determinado em duplicata como
sendo a razdo entre a massa do 6leo extraido e a massa do p4. O teor de 6leo
superficial (SO, %) foi determinado em duplicata de acordo com o método descrito
por Tan, Chan e Heng (2005) com modificacdes de Bae e Lee (2008). 15 mL de
hexano foram adicionados a 1,5 g de p6 e agitado manualmente para a extracao de
oleo livre, durante 2 min, a temperatura ambiente. A mistura de solvente foi filtrada e
o retido no filtro foi lavado trés vezes com 20 mL de hexano. Em seguida, o solvente
foi evaporado a temperatura ambiente e depois a 60 °C em evaporador rotativo (7
rpm) a vacuo (modelo MA 120, Marconi, Piracicaba, Brasil) até peso constante. O
0leo ndo-encapsulado (6leo superficial) foi determinado como sendo a relacéo entre
a massa do Oleo superficial e a do pé (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008).

A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada a partir da equacao

EE =

(I’G—SG
TG

) X 100 (2)

Onde: TO é o conteudo total de 6leo (%), e SO o teor de 6leo superficial (%).

A retencdo de dleo (RO) foi calculada usando a equacédo (3)
(HUYNH et al.,2008).

__ (Oleo total)
" Oleo inicial

RO x 100 3)

Onde: Oleo Total é a quantidade de Oleo total obtido analiticamente nas
microesferas (g) e Oleo Inicial é a quantidade inicial de 6leo adicionada & emuls&o

antes da secagem (Q).
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2.4.3 Compostos Fendlicos

Previamente a analise, os compostos fendlicos do 6leo de sementes
de uva sem microencapsular foram extraidos com solu¢cdo metanol:agua (90:10 v/v),
conforme Parry et al. (2005), com modifica¢cdes descritas por Bail et al. (2008). O
procedimento foi efetuado trés vezes. Todos o0s extratos metandlicos foram
combinados, concentrados até a secura e dissolvidos em solu¢cdo metanol:agua
(10:90 v/v). Para a analise das microesferas, o 6leo foi extraido conforme item 2.4.1.
Em seguida, o dleo foi dissolvido em solu¢cdo de metanol:agua (10:90 v/v).

O conteutdo de compostos fendlicos nos extratos obtidos foi
analisado de acordo com o meétodo do reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON;
ROSSI, 1965). Os extratos foram misturados com &agua, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucdo de carbonato de sodio 10%. Apos 60 min, a absorcao foi
medida a 765 nm em espectrofotometro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom,
Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados com uma curva
padrao de acido gélico (Dinamica, Diadema, Brasil). Os ensaios foram realizados em

duplicata.

2.4.4 Atividade Antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante por DPPH foi realizada
conforme descrito por Tuberoso et al. (2007) com algumas modificacbes. Para a
analise das microesferas, foi feita previamente a extracdo do Oleo conforme item
2.4.1. O oleo extraido das microesferas e o 6leo sem microencapsular foi dissolvido
em 3 mL de solucdo de DPPH (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) em acetato de etila
(0,07 mM). As leituras espectrofotométricas foram efetuadas ap6s 1 h de incubacéo,
no escuro e a temperatura ambiente, a 517 nm em espectrofotdmetro UV-visivel
(modelo Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram
correlacionados com uma curva padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). Os ensaios foram
realizados em duplicata.

Para a atividade antioxidante pelo método FRAP, foi realizada

preparacdo de extrato do 6leo sem microencapsular conforme descrito por Tuberoso
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et al. (2007) utilizando metanol. O 6leo da microesfera foi extraido conforme item
2.4.1 e em seguida, adicionou-se 500 pL de metanol ao 6leo. O método
espectrofotométrico FRAP foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996) com
algumas modificagbes. O reagente FRAP foi composto por 2,5 mL de solugéo de
TPTZ (2,4,6—Tris(2-piridil)-s-triazine) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) 10 mmol/L
em acido cloridrico (HCI) 40 mmol/L, 2,5 mL de cloreto de ferro hexahidratado
(FeCl3.6H20) 20 mmol/L e 25 mL de tampéao acetato 0,1 mol/L (pH 3,6). Em seguida,
foi incubado a 37°C durante 30 min em banho maria (modelo MA 127, Marconi,
Piracicaba, Brasil). Para a reacdo, 30 uL de extrato metandlico do 6leo e 70 pL de
agua destilada foram misturados com 900 pL de reagente FRAP. A reacao ocorreu
no escuro mantendo a temperatura em 37°C durante 30 min. As leituras de
absorbancia foram realizadas a 595 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo
Libra S22, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados
com uma curva padrao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata.

2.4.5 Acidos Graxos

Apbs extracdo do 6leo da microesfera conforme item 2.4.1, foi feita a
hidrolise e transesterificacdo dos acidos graxos dos Oleos (extraidos das
microesferas e 6leo de sementes de uva sem microencapsular) segundo o método
5509 da ISO (1978) com n-heptano e solucdo de NaOH/Metanol 2M. Apos
separacdo das fases, a fase superior contendo n-heptano e ésteres metilicos de
acidos graxos foi transferida para um vial ambar e armazenada a 18°C até o
momento da analise. Esteres metilicos de acidos graxos foram analisados utilizando
cromatografo gasoso (modelo 17A, Shimadzu, Quioto, Japdo) equipado com
detector de ionizacdo de chama e coluna capilar (100m x 0,25 mm) com 0,25 pm de
cianopropilpolisiloxano CP SlI 88. A rampa de temperatura de coluna foi programada
para: 65°C por 15 min; 10°C.min™" até 165°C e mantido por 2 min; 4°C.min™ até
185°C e mantido por 8 min; 4°C.min™* até 235°C e mantido por 5 min. O detector e
injetor foram mantidos a 260°C, utilizando Split de 1/100. O fluxo de gases foi de 1,2
mL.min* para o gas de arraste (N,), 30 mL.min* para o gas auxiliar (Hz), 30 e 300

mL.min"* para os gases da chama, H; e ar sintético, respectivamente. A identificacio
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dos &cidos graxos foi baseada em padrbes de ésteres metilicos de acidos graxos
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). A anélise foi realizada em duplicata.

2.4.6 indice de Peréxido

A extracdo do 6leo para determinacdo do indice de peréxido foi
realizada segundo metodologia proposta por Partanen et al. (2008), com algumas
modificacdes. 0,5 g de p6 foi misturado com 5 mL de agua destilada (40°C) e o tubo
foi agitado durante 5 minutos em vortex. Uma porcao de 400 pL foi retirada e agitada
durante 10 segundos com 1,5 mL de uma mistura iso-octano/isopropanol (2:1). Em
seguida, as fases foram separadas por centrifugacdo (Eppendorf 5804 R, Hamburgo,
Alemanha) a 2400 rpm a 4°C por 5 minutos. A determinagéo do indice de peréxidos
foi realizada espectrofotometricamente de acordo com o metodo padrédo IDF
74A:1991. Para determinar o indice de peréxidos no 6leo sem microencapsular uma
porcdo de 0,05g do ¢6leo foi pesada e do Oleo extraido da microesfera uma aliquota
de 400 yL do meio de extracdo foi adicionada a 9,6 mL de uma solucdo de
cloroférmio/metanol (7:3). Para a formagédo de cor, foram adicionados 50 pL de
solugdes de cloreto de ferro (Il) e 50 yL de tiocianato de aménia. As amostras foram
agitadas, mantidas em repouso, no escuro, por 5 minutos e entdo foi medida a
absorbancia a 500 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo Libra S22,
Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram correlacionados com uma
curva padrdo de Fe+3 (SHANTHA; DECKER, 1994). A analise foi realizada em

duplicata.

2.4.7 Umidade e Atividade de Agua

A umidade das microesferas foi determinada gravimetricamente por
secagem em estufa a 105° C por 6h. A analise foi feita em duplicata usando 1 g de
amostra (AOAC, 1997). A atividade de agua foi realizada em triplicata e medida em
um higrémetro digital Aqualab 4 TEV (Decagon, Pullman, EUA) a 25°C.
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2.4.8 Densidade Aparente, Distribuicdo de Tamanho Das Particulas, Area Superficial

e Span

A densidade aparente das particulas foi determinada através da
medida do volume ocupado por 2 g da amostra em pdé em uma proveta graduada de
25 mL em duplicata (GOULA; ADAMOPOULOS, 2004).

A distribuicdo de tamanho das particulas, a area superficial e o span
das microesferas foram determinados em um analisador de tamanho de particulas
por difracdo a laser (Laser Scattering Spectrometer Mastersizer, modelo 2000,
Malvern, Reino Unido). O didametro médio foi determinado baseando-se no diametro
médio de uma esfera de mesmo volume (diametro de De Brouckere Ds3 - equacéo
4). Para esta analise, uma pequena quantidade da amostra foi dispersa em alcool

etilico (99,5 %) e submetida a 2 leituras em triplicata.

EP:'_zidl“

D =
3 Ii.mids

(4)

Onde zi € o numero de particulas de diametro di.

2.4.9 Morfologia

O estudo da morfologia das particulas foi realizado através da
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em porta
espécimens metalicos (stubs), com uma fita de carbono dupla face. Em seguida,
foram metalizadas com uma liga de ouro com grau de pureza de 99,6%, em um
metalizador (Sputter Coater SCD 050 BAL-TEC) a uma taxa de recobrimento de 0,51
Als, por 98 segundos, em voltagem de 40 mA, e 5x10™" mbar. As amostras foram
observadas em um microscopio eletrébnico de varredura (FEI Quanta 200). A

aquisicao das imagens foi realizada pelo software XTM 2001 Fei company.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados, foi utilizado o software Statistica 10
(Stasoft, Tulsa, EUA). Os dados das variaveis foram submetidos a analise estatistica
de variancia e ao teste de Tukey a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 AVALIACAO DAS EMULSOES

3.1.1 Estabilidade das Emulsdes

Para a microencapsulacdo de 6leos, € necessario que a emulsao
formada seja estavel durante todo o processo, ou seja, ndo ocorra a separacao de
fases, uma vez que resulta em baixa eficiéncia de encapsulacdo. Durante todo o
tempo necessario para o0 processo de microencapsulacdo as emulsdes
permaneceram estaveis, ndo apresentando separacédo de fases.

A fim de avaliar o comportamento das emulsées com diferentes
materiais de parede a estabilidade (figura 1) foi avaliada 4 h e 24 h apos a
emulsificacdo. As emulsdes registraram boa estabilidade apés 4 h, ndo ocorrendo
separacao de fases. Apos as 24 h, a emulsdo com GA apresentou algumas goticulas
de 6leo na superficie. Ja a emulsdo com GA/MD teve separacédo de fases, que pode
ser atribuida a deficiéncia de propriedade emulsificante da maltodextrina. Assim,
guando somente a goma arabica foi utilizada, a estabilidade da emulséo foi melhor,
uma vez que possui boas propriedades emulsificantes devido a pequena por¢ao
proteica em sua composicado (BEMILLER; WHISTLER, 1996).
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Figura 1- Estabilidade das emulsdes.

(a) goma arabica; (b) goma arabica e maltodextrina.

(a) (b)

3.1. 2 Diametro Médio das Gotas das Emulsdes

Por microscopia otica (figura 2), foram determinadas a distribuicéo
do tamanho das gotas das emulsdes (figura 3) e o diametro médio. A emulsao de
GA apresentou um diametro médio de 6,47+0,06 um enquanto que a emulsdo de
GA/MD 5,80+0,11 um, havendo diferenca estatistica entre as emulses avaliadas
(p<0,05).

Figura 2- Microscopia 6tica das emulsdes. (a) goma arabica; (b) goma arabica e

maltodextrina. Aumento de 40 vezes.

Em relagdo as distribuicbes de tamanho, as emulsdes
apresentaram distribuicdo unimodal, ou seja, com um pico representativo da amostra
avaliada. A emulsdo de GA/MD apresentou menor didametro médio e um pico mais

estreito e mais alto, indicando uma maior uniformidade das gotas.
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Figura 3 — Distribuicdo das particulas das emulsdes.
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3.3 Umidade e Atividade de Agua

De acordo com a tabela 1, a umidade das microesferas diferiu
significativamente e variou de 4,15 a 5,51 %, sendo que o 6leo encapsulado com GA
apresentou o maior teor de umidade. Ja Carneiro et al. (2013) ndo encontraram
diferencas significativas na umidade do pdé ao estudar diferentes materiais

encapsulantes.

Tabela 1 — Parametros avaliados no 6leo microencapsulado de sementes de uva.

Parametros GA GA/MD
Umidade (%) 551+0,07 a 4,15+0,3b
Atividade de agua 0,21+0,02b 0,30+0,01 a
Densidade aparente (g/cm?®) 0,39+0,00 a 0,40 £ 0,00 a
Span 2,01 £0,03 a 2,00+ 0,05 a
Daz (LM) 27,28+0,51a 26,96 + 0,46 a
Area superficial (m2/g) 0,60 + 0,004 b 0,61+0,01a
Oleo total (%) 9,19+0,14 a 9,13+0,09 a
Oleo superficial (%) 2,95+0,1b 3,30 £ 0,04 a
Retencéo de 6leo (%) 92,00+1,41a 91,50+0,71a
Eficiéncia de encapsulacao (%) 67,92+ 1,55a 63,47 + 0,49 a*

*Médias seguidas do seu desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.GA= goma
arabica; GA/MD= goma ardbica e maltodextrina (50:50); D43= diametro médio.

Observa-se que a amostra GA/MD teve maior valor de aw em
comparacdo a amostra de GA. Os valores obtidos foram baixos variando de 0,21 a

0,30 (tabela 1). A atividade de agua esta relacionada a conservacao dos alimentos,
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uma vez que indica a disponibilidade de 4gua para reagdes.

Comparando os resultados de umidade e atividade de &gua,
observa-se que as amostras encapsuladas com GA apresentaram maior umidade
com baixa aw. Por outro lado, as microcapsulas com GA/MD tiveram menor umidade
em maior aw, indicando a baixa higroscopicidade destas. Tal comportamento pode
ser explicado a estrutura quimica de cada agente encapsulante. O fenbmeno de
adsorcdo de agua por carboidratos é atribuido as ligacbes entre o hidrogénio
presente nas moléculas de agua e os grupos hidroxilas disponiveis nas regifes
amorfas do substrato. A goma ardbica, por possuir maior nimero de ramificacbes
com grupos hidrofilicos do que a maltodextrina 10DE, adsorve mais facilmente a
umidade do ar ambiente (TONON; FREITAS; HUBINGER, 2011).

3.4 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS MICROESFERAS, SPAN, AREA SUPERFICIAL E DENSIDADE

APARENTE

A distribuicdo do tamanho das microesferas consiste de um
importante parametro fisico que pode influenciar a mistura de componentes
diferentes na compactacdo e segregacdo da mistura, sendo que as particulas
menores permanecem distribuidas sobre a parte inferior, enquanto as particulas
maiores tendem a permanecer na parte superior da embalagem. As curvas de
distribuicdo do tamanho das particulas (figura 4) mostram que as distribuicdes de
tamanho de particulas foram do tipo trimodal, ou seja, existem trés picos distintos
cada um representando uma populacdo com tamanho diferente.

De acordo com Gong et al. (2007), pos secos obtidos por spray
drying tém um pequeno tamanho de particula (<50 um), e neste estudo o diametro
médio D43 (um) das microesferas encapsuladas com GA e GA/MD néao
apresentaram diferenca (p>0,05). De acordo com Toth e Pallai-Varsanyi (2006),
produtos com particulas muito pequenas apresentam baixa fluidez e propriedades
de dissolucdo, tais como dispersibilidade e molhabilidade.

Em adicdo, o didmetro médio das particulas € um importante
parametro fisico em relacdo a estabilidade dos pds, uma vez que particulas menores
apresentam maior area total superficial, causando grande afinidade por umidade e

levando a maior possibilidade de compactacdo do produto durante estocagem
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(HOGEKAMP; SCHUBERT, 2003). Comparando as amostras, apesar de valores
muito proximos, verificou-se que houve diferenca significativa na &area superficial
(tabela 1).

A fim de melhor comparacéo com os valores medidos calculou-se o
span, que considera o diametro médio equivalente a 90%, 50% e 10% do volume
cumulativo. Os valores de span caracterizam o quao homogéneo € a distribuicdo do
tamanho das particulas, ou seja, quanto maior o valor do span, mais heterogénea ou

polidispersa é a sua distribuicdo (HIJO et al., 2014).

Figura 4 — Distribuicdo das particulas das microesferas.
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Observando a tabela 1, verifica-se que ndo houve diferenca no span
das amostras analisadas (p>0,05). O span encontrado neste estudo foi superior ao
encontrado por Tonon et al. (2012) ao estudar 6leo de linhaca utilizando goma
arabica como material de parede e proximo ao encontrado por Fernandes; Borges;
Botrel (2014) e Botrel et al. (2012) ao microencapsular 6leo essencial de alecrim com
amido e goma ardbica e Oleo essencial de orégano com goma ardbica, capsul e
maltodextrina, respectivamente. Tais trabalhos comprovam as diferencas nos
valores de span encontrados de acordo com material de recheio, material
encapsulante e condicbes do processo, sendo que os valores encontrados nesse
estudo podem ser considerados valores médios.

A densidade é um parametro muito importante para processamento,

embalagem, transporte, e estocagem de produtos em pd, uma vez que a partir desta
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caracteristica se pode mensurar 0 espaco ocupado por determinada quantidade de
produto. Em produtos em p6, a densidade mais utilizada é a densidade aparente que
considera o volume de material e o volume de ar entre particulas (BARBOSA-
CANOVAS; JULIANO, 2005).

As amostras encapsuladas por GA e GA/MD né&o apresentaram
diferenca significativa (tabela 1). As densidades encontradas foram maiores que as
reportadas por Fernandes; Borges; Botrel (2014) e Bae e Lee (2008) para
microcépsulas de 6leo essencial de alecrim e 6leo de abacate. Materiais com baixa
densidade ndo sao desejaveis uma vez que necessita maior espaco para
armazenamento, 0 que gera aumento de custo (SANTANA et al., 2013). Além disso,
0 produto pode conter uma maior quantidade de ar em contato e,
consequentemente, terd maior probabilidade de degradacdo oxidativa e menor
estabilidade na estocagem (BARBOSA-CANOVAS; JULIAN, 2005).

3.5 MORFOLOGIA

A morfologia das particulas obtidas por spray drying foi avaliada
através da microscopia eletrénica de varredura (figura 5). As microesferas
apresentaram formato esférico e tamanho variado, que € uma caracteristica tipica de
particulas produzidas por spray drying. Além disso, mostraram-se intactas, sem
fissuras ou rachaduras aparentes, o que é desejavel, uma vez que essa
caracteristica representa menor permeabilidade das capsulas a gases, aumenta a
protecdo e retencdo do Oleo de sementes de uva. De acordo com Ré (1998), &
desejavel obter particulas esféricas porque apresentam maior fluidez, menor razéo
superficie/volume, e assim favorecem a retencdo de aroma, e maior densidade

aparente, resultando em um melhor “empacotamento” do material de recheio.
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Figura 5 - Morfologia das microparticulas contendo 6leo de
sementes de uva: (a) GA (aumento de 2000x), (b) GA (5000 x), (c) GA/MD (2000x),

As microesferas apresentaram predominantemente superficie
rugosa, que também é uma caracteristica peculiar as particulas obtidas pelo
processo de secagem por atomizacdo, e é resultante do encolhimento das gotas
durante as etapas iniciais da secagem. Essa caracteristica pode interferir nas
condicBes de escoamento do material, e, devido apresentar maior area superficial
podem ser mais susceptiveis a reacfes como oxidacdo (ROSENBERG;
KOPPELMAN; TALMON, 1990).

Segundo Ré (1998), tais imperfeicdes sdo formadas quando hd um
lento processo de formacao de filme durante a secagem das goticulas atomizadas,
associando a presenca de depressdes superficiais ao colapso sofrido pelas gotas
durante os estagios iniciais da secagem. Ameri e Maa (2006) reportaram que 0
formato e a morfologia das particulas secas em spray-dryer utilizando fluxo co-
corrente sdo determinados pela taxa de evaporacdo do solvente e a composi¢cédo da

emulsdo. Se a taxa de evaporagdo do solvente for muito radpida produz particulas
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deformadas ou rompidas; por outro lado, se for lenta produz particulas com umidade
alta e pegajosas. A composicao da emulsdo define o formato da particula. No inicio
da secagem, ocorre a formacao de um filme ao redor da gota atomizada, o qual ira
dificultar a difusdo da agua para fora e fazer com que aumente a pressao de vapor
no interior da gota. Em uma determinada presséao critica, pode acontecer a ruptura

do filme, resultando na deformacao da particula.

3.6 OLEO TOTAL, OLEO SUPERFICIAL, RETENGAO DE OLEO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

s

O teor de Oleo superficial € referente ao 6leo que nao foi
microencapsulado em relagdo a massa das microesferas. Sua presenca influencia
adversamente as propriedades fisicas das microesferas produzidas por spray drying,
tais como fluidez, densidade aparente e dispersibilidade, além de estar mais
susceptivel a oxidacdo (KEOGH et al., 2001).

A amostra microencapsulada com GA/MD apresentou maior teor de
Oleo superficial (3,30%) em comparacdo com a amostra microencapsulada com GA
(2,95%). Esse resultado esta condizente com o encontrado por Frascareli (2010) ao
estudar a microencapsulacédo de 6leo de café com 15% de 6leo com GA e GA/MD
gue apresentaram Oleo superficial de 2,10 e 2,90%, respectivamente. A autora
observou que o teor de Oleo superficial aumentava proporcionalmente a quantidade
de maltodextrina empregada. A maior quantidade de Oleo superficial pode ser
decorrente da falta de capacidade emulsificante da maltodextrina, que também esta
condizente com a estabilidade da emuls&o, onde a emulsdo de GA/MD se mostrou
menos estavel do que a emulsdo com GA.

Ja a eficiéncia de microencapsulacao indica a porcentagem de 6leo
gue esta efetivamente encapsulada, ou seja, no interior das particulas. A eficiéncia
de encapsulacdo foi 63,47 (GA/MD) e 67,92 % (GA) (tabela 1), e ndo houve
diferenca estatistica. Fernandes; Borges; Botrel (2014) e Carneiro et al. (2013), ao
estudar microencapsulacdo de oleo essencial de alecrim e 6leo de linhaca com
GA/MD, respectivamente, reportaram que a eficiéncia de microencapsulacao
diminuia com aumento da propor¢cdo de maltodextrina. A melhor eficiéncia e
retencdo de 6leo encontrada nas microcapsulas com goma arébica é devido a sua

maior capacidade emulsificante, que leva a formagdo de emulsdes mais estaveis
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durante a secagem. No entanto, neste estudo, na propor¢cdo de GA/MD utilizada
(50:50), a maltodextrina ndo afetou negativamente a eficiéncia e retencdo de 6leo,
agindo de forma semelhante a GA. Assim, pode-se afirmar que a maltodextrina
pode ser uma alternativa para reduzir o custo da microencapsulacdo sem afetar tais
parametros.

As amostras analisadas apresentaram resultados muito proximos de
Oleo total, 9,13 e 9,19 %, ndo apresentando diferenca (p>0,05), sendo que a
quantidade inicial de 6leo adicionada na emulséo foi de 10% em relagdo ao total de
sélidos. Com relacdo a retencdo de 6leo nas microesferas, tal parametro indica a
guantidade de 6leo que se encontra na particula apdés encapsulacdo, em relacdo a
sua quantidade na emulsdo. De acordo com a tabela 1, a retencdo de Oleo das
amostras foi 92,00 % (GA) e 91,50 % (GA/MD), indicando que pode ter ocorrido uma
pequena degradacdo do Oleo durante o processo, e além disso de acordo com
ROSENBERG; KOPELMAN; TALMON (1985) a retencao do encapsulado € alterada
pelo tipo de agente encapsulante, composicdo da solucdo de alimentacéo,
concentracdo de sélidos, temperatura de entrada e saida do ar, velocidade e
umidade do ar, velocidade do fluxo do material, caracteristicas de atomizacao e
natureza do material ativo.

Fernandes; Borges; Botrel (2014) reportaram diferenca significativa
para os valores de retencdo de 6leo ao microencapsular 6leo essencial de alecrim
com GA e GA/MD; no entanto, encontraram valores inferiores ao encontrado nesse
estudo. Frascareli (2010), ao avaliar a microencapsulacao de 6leo de café com GA e
GA/MD, encontrou valores superiores de retencdo de 6leo, porém ao aumentar a
proporcdo de maltodextrina as microcapsulas apresentaram menor valor diferindo

significativamente.

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, COMPOSTOS FENOLICOS E INDICE DE PEROXIDOS

O Oleo puro apresentou maior conteildo de compostos fendlicos em
relacdo as amostras microencapsuladas com GA e GA/MD. Analisando a tabela 2,
verifica-se que houve uma relacdo direta entre o conteddo de compostos fendlicos
com a atividade antioxidante determinada por DPPH, que foi maior no 6leo puro em

relacdo aos Oleos microencapsulados. Provavelmente, durante o processo de
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microencapsulacdo, ocorreu a degradacao de alguns compostos fendlicos devido a
alta temperatura utilizada no processo de atomizacéo, reduzindo a capacidade de

sequestrar o radical DPPH.

Tabela 2. Atividade antioxidante, compostos fendlicos e indice de peréxido.

Fenolicos DPPH FRAP indice de

Amostras (mg acido (mM Trolox/g (mM Trolox/g peréxido
gélico/g 6leo) 6leo) 0leo) (meq/kg 6leo)
Oleo 68,82 +0,20a 44,06+1,73a 16,93 £0,47c 4,60+0,17c
GA 41,60+0,06b 11,90+1,07b 27,32+1,40b 26,99 £ 0,58 a

GA/MD 32,31+0,37cC 17,31+£2,13Db 37,28+ 0,33 a 22,49 £ 0,10 b*

*Médias seguidas do seu desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
GA= goma aradbica; GA/MD= goma arabica e maltodextrina (50:50).

Ferreira et al. (2016) observaram uma reducdo significativa na
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH no Oleo de palma apos
microencapsulacdo por spray drying. Os autores sugeriram que tal resultado foi
devido ao elevado grau de oxidacao do oleo e a reducéo de antioxidantes, tais como
vitamina E, ap6s o processo de microencapsulacdo. Tal reducdo na atividade
antioxidante foi reportada também por Razmkhah et al. (2013) para 6leo de semente
de Kenaf microencapsulado por spray drying. Os autores observaram também que
essa diminuicdo na atividade antioxidante foi devido a degradacdo de compostos
fendlicos presentes na amostra, resultado do estresse térmico e oxidativo. Por outro
lado, um comportamento contrario foi reportado por Arana-Sanchez et al. (2010), na
gual houve um aumento na atividade antioxidante por DPPH do 6leo essencial de
orégano apOs encapsulamento por spray drying. Os autores atribuiram esse
resultado a mudancas na composicdo de O6leos puros no processo de
microencapsulacdo, uma vez que foi verificado uma menor degradacdo dos
mesmos.

Ja os resultados de atividade antioxidante por FRAP indicaram um
comportamento inverso, sendo que os 6leos microencapsulados apresentaram maior
capacidade redutora do ion ferro, embora apresentassem menor conteudo de
compostos fendlicos e menor capacidade de sequestrar o radical DPPH. Isso pode

ser decorrente da formacé&o de alguns compostos com propriedades antioxidantes
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resultantes da reacdo de Maillard durante o aquecimento, tais como as melanoidinas
gue possuem, entre outras propriedades, capacidade antioxidante. Embora os
componentes especificos responsaveis pela protecdo e comportamento antioxidante
observados nesses produtos ainda nao sejam totalmente compreendidos, as
melanoidinas estdo sendo considerados produtos importantes na prevencao da
oxidacao (WANG; QIAN; YAO, 2011).

Carneiro et al. (2013) também sugeriram uma provavel formacédo de
melanoidinas nas particulas de 6leo de linhagca durante o armazenamento. Para 0s
autores, esses produtos podem ter atribuido propriedades antioxidantes as céapsulas,
devido a melhor estabilidade a oxidacéo. Tal comportamento também foi encontrado
nesse estudo, onde a microesfera de GA/MD apresentou maior capacidade redutora
(FRAP) e menor indice de peroxido quando comparado com a microesfera de GA.

Foi verificado que os 6leos microencapsulados apresentaram maior
indice de peroxidos que o Oleo puro, indicando que o0 processo de
microencapsulacdo empregado favoreceu a oxidacdo do Oleo de semente de uva.
Este resultado pode ser esperado, uma vez que este 6leo apresenta alto teor de
acidos graxos poli-insaturados que sdo susceptiveis ao processo oxidativo,
principalmente em altas temperaturas.

Carneiro et al. (2013) encontraram valores inferiores de indice de
peroxido no 6leo de linhaca, sendo que o Oleo puro e as capsulas de WPC/MD e
Capsul/MD apresentaram  menor grau de oxidacdo do que as amostras
encapsuladas com HiCap/MD e GA/MD. ApGs uma semana de armazenamento a
45°C, as amostras encapsuladas com HiCap/MD e GA/MD apresentaram maior
concentracdo de peroxidos, atingindo valores proximos ao encontrados neste
estudo. Bae; Lee (2008) observaram que ndo houve diferencas significativas no
indice de perdxido entre os 6leos encapsulados e o puro e que a adicdo de
maltodextrina a proteina resultou na diminui¢do da oxida¢do, da mesma forma que o
encontrado nesse estudo, onde a adicdo de maltodextrina a goma arabica diminuiu o
indice de peréxido. Tal resultado pode estar relacionado ao fato de a maltodextrina
(hidrofilica) reduzir a permeabilidade do oxigénio (hidrofébico) a matriz (DZONDO-
GADET et al., 2005). Além disso, a permeabilidade da matriz ao oxigénio também
pode ser afetada pela sua porosidade (BAE; LEE, 2008).

Geralmente uma maior eficiéncia de encapsulacdo é acompanhada
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de menor teor de 6leo superficial e menor oxidacao lipidica. Entretanto, neste estudo
a eficiéncia de encapsulacdo ndo diferiu significativamente e ndo foi possivel
observar uma correlacao entre o contetdo de 6leo superficial e o indice de peroxido,
uma vez que a amostra que apresentou o maior teor de 6leo superficial foi o 6leo
encapsulado com GA/MD; no entanto, o0 mesmo apresentou menor indice de
peréxido, indicando melhor protecao do 6leo encapsulado. Por outro lado, o indice
de peréxidos mostrou uma relacdo com o tamanho das gotas da emulsdo, ja que o
maior tamanho das gotas foi observado na emulsdo com goma ardbica a qual
também apresentou o maior indice de perdxidos. Essa relagdo também foi verificada
por Tonon; Grosso e Hubinger (2011) ao estudar 6leo de linhaca.

De acordo com a Andersen et al. (2000), quando o O¢leo é
encapsulado numa matriz alimentar vitrea, algumas particulas de o6leos podem
oxidar rapidamente, em que outras podem oxidar mais lentamente devido a
heterogeneidade no grau de encapsulamento. Tonon; Grosso e Hubinger (2011)
verificaram que o indice de perdxidos aumentou com o0 aumento da temperatura de
secagem e sugeriram que a utilizacao de temperaturas mais elevadas de entrada de
ar proporciona mais energia disponivel para o processo de oxidacao de lipideos, que

ocorre mais intensamente, favorecendo a formacéo de peroxidos.

3.8 ACIDOS GRAXOS

Analisando a tabela 3, foi verificado que n&o houve diferenca
significativa ha composicao do 6leo encapsulado com GA e GA/MD, bem como no
Oleo puro. Tal composicdo estd em conformidade com os valores recomendados
pela FAO/WHO para o 6leo de sementes de uva. Os Oleos apresentaram um alto
contetdo de &cido linoleico e oleico. Dessa forma, pode-se afirmar que o processo
de microencapsulacao por spray drying € uma oOtima alternativa para a protecédo do
oOleo.

Calvo et al. (2010) avaliaram 6leo de oliva extra virgem e também
ndo verificaram diferenca significativa no perfil de &cidos graxos apés a
microencapsulacdo. Ja Ferreira et al. (2016) encapsularam 06leo bruto de palma e
encontraram diferenca significativa no contetdo de acido palmitico e oleico apos a

microencapsulagao.
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Tabela 3. Conteudo de acidos graxos em Oleo de sementes de uva e microcapsulas.

Acido GA GA/MD Oleo com FAO/WHO

graxo (% &cido (% &cido ultrassom (% (% &cido
graxo) graxo) acido graxo) graxo)

c6:0 nd nd nd nd

c 8:0 nd nd nd nd

c 10:0 nd nd nd nd

c12:0 nd nd nd nd

c 14:0 0,09+0,00 a 0,09+0,01a 0,09+0,01a nd-0,3

c 16:0 8,76 £0,29 a 8,79+0,19a 8,75+0,11 a 55-11,0

cl6:1 nd nd nd nd-1,2

c17:0 nd nd nd nd-0,2

cl7:1 nd nd nd nd-0,1

c 18:0 3,27+0,11a 3,22+0,00 a 3,20+0,05a 3,0-6,5

c18:1 20,93+0,02a 20,90+0,05a 20,78 +0,15a 12,0 - 28,0

c18:2 65,68 +0,23a 65,75+0,10a 65,88 £+ 0,16 a 58,0 - 78,0

c 18:3 0,65+0,05a 0,64 +£0,02 a 0,68 £+0,08 a nd-1,0

c 20:0 nd 0,06 £0,00 a 0,06 £0,01 a nd-1,0

c 20:1 nd nd nd nd-0,3

c 20:2 nd nd nd nd

c22:0 nd nd nd nd-0,5

c22:1 nd nd nd nd-0,3

c22:2 nd nd nd nd

c 24:0 nd nd nd nd-0,4

c24:1 nd nd nd nd

AGS 12,25+0,16 a 12,23+0,18a 12,13+ 0,06 a

AGMI 21,00+£0,01a 20,97 +0,06a 20,85+0,15a

AGPI 66,35+0,28a 66,41+0,12a 66,59 + 0,08 a*

*Médias seguidas do seu desvio padrdo. As médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. nd- ndo
detectavel, definida como <0,05%. GA= goma aradbica; GA/MD= goma aradbica e maltodextrina
(50:50). AGS: acidos graxos saturados; AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidos graxos
poli-insaturados.

Ao considerar a classificacdo geral dos acidos graxos (tabela 3),
verificou-se que os Oleos de sementes de uva, microencapsulado ou nao,
apresentaram maior concentracdo de AGPI do que AGMI, seguido por AGS,
indicando que a inclusdo de 6leo de sementes de uva na dieta humana pode trazer
beneficios para a saude. Alguns AGPI, tais como o linoleico e linolénico, séo
essenciais para o corpo humano, ja que ndo podem ser sintetizados (BAYDAR;
OZKAN; CETIN, 2007). O elevado teor de acido linoleico nos 6leos de sementes de
uva é interessante por ser o principal acido graxo alimentar que regula a lipoproteina
de baixa densidade (LDL) (WIJENDRAN; HAYES, 2004).
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel avaliar o desempenho da goma arabica e
mistura de goma arabica e maltodextrina na microencapsulacdo do 6leo de
sementes de uva. O material de parede utilizado n&o influenciou os resultados das
microesferas de diametro médio, span, densidade aparente, 6leo total, e retencdo de
6leo. O perfil dos acidos graxos antes e ap0s a microencapsulacdo ndo apresentou
diferenca, demonstrando que o0 processo e 0 material de parede nao afetaram a
composicao dos acidos graxos.

Embora a microesfera produzida com GA/MD tenha apresentado
maior teor de Oleo superficial, este resultado n&o afetou significativamente a
eficiéncia de encapsulacao, e apresentou ainda a maior atividade antioxidante pelo
método FRAP (comparado com o 6leo encapsulado com GA e 6leo puro), e menor
indice de peréxidos do que a microesfera com GA. Por outro lado, o conteddo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelo método DPPH no 6leo diminuiram
apO0s o processo de microencapsulacdo, e a microesfera com GA apresentou o
maior contetudo de compostos fendlicos do que a encapsulada com GA/MD. O indice
de peroxido nos Oleos encapsulados teve um aumento ao ser comparado com o 6leo
puro, indicando que a alta temperatura utilizada no processo de secagem por
atomizacdo pode ter favorecido o processo oxidativo do 6leo. Dessa forma, mais
estudos ainda sdo necessarios para otimizar a microencapsulacdo do o6leo de

sementes de uva e entender o mecanismo de reacfes no 6leo encapsulado.
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6 CONCLUSAO

A partir deste trabalho foi possivel verificar que a extragéo assistida
por ultrassom (EAU), pode melhorar o rendimento do 6leo de sementes de uva em
relacdo a extracdo com agitacdo magnética, e quando comparado com Soxhlet,
mostrou que pode ter um rendimento consideravel, em menor tempo e com menor
temperatura e menor utilizacéo de solvente. O éleo de sementes de uva extraido por
ultrassom nao apresentou diferenca na composi¢cao de acidos graxos e nos indices
de acidez e no indice de iodo apresentou diferenca apenas com 30 dias de
incubacdo em relacdo ao 6leo extraido sem aplicacdo do ultrassom e apresentou
ainda alto teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante pelo método FRAP,
entretanto, menor atividade antioxidante pelo método DPPH, maior conteudo de
radicais livres e maior indice de peroéxido.

Apos caracterizacdo do 6leo, o mesmo foi microencapsulado e pode-
se verificar que o material de parede nao influenciou o diametro médio, span,
densidade aparente, Oleo total, retencdo de Oleo e eficiéncia de encapsulagcédo. O
perfil dos acidos graxos no 6leo antes e apos a microencapsulacdo também néo foi
alterado. A microesfera produzida com GA/MD apresentou maior teor de Oleo
superficial, maior atividade antioxidante pelo método FRAP e menor indice de
peroxidos do que a microesfera com GA. Por outro lado, o conteudo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante pelo método DPPH diminuiram ao ser comparado
com o Oleo puro, e a microesfera com GA apresentou o maior conteddo de
compostos fenolicos do que a microesfera com GA/MD. O indice de peroxido nos
Oleos encapsulados teve um aumento ao ser comparado com o 6leo puro, indicando
a alta temperatura utilizada no processo de atomizacdo pode ter aumentado e/ou
favorecido o processo oxidativo do 6leo e que mais estudos sdo necessarios para
otimizar a microencapsulacao do 6leo de sementes de uva e entender o mecanismo

de reac¢des no 6leo encapsulado.





